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1.- LA LEUCEMIA LINFÁTICA CRÓNICA  
 
1.1.- Definición. Características clínicas más relevantes 
 
La leucemia linfática crónica (LLC) es un síndrome linfoproliferativo 
caracterizado por la acumulación de linfocitos B en sangre periférica, médula 
ósea y órganos linfoides secundarios (Moreno y cols., 2008). Esta patología 
representa la leucemia más frecuente en la población occidental. Su incidencia 
es similar en Europa y Estados Unidos, variando entre 4-6 casos por cada 
100.000 habitantes, por año.  
 
Las células LLC derivan de la expansión clonal de linfocitos B maduros, 
CD19 positivos con expresión característica de CD5, y CD23, baja expresión 
de CD20 y ausencia de CD10. Estas particularidades permiten distinguir esta 
leucemia del linfoma de células del manto, que expresan CD5 pero no CD23, y 
de linfomas foliculares o de células grandes, en los que si se detecta CD10. 
Además, estás células expresan bajos niveles de inmunoglobulinas en su 
membrana, principalmente IgM y/o IgD y raramente IgG o IgA. El análisis 
inmunofenotípico mediante citometría de flujo de muestras de sangre periférica 
permite el diagnóstico de la enfermedad. Las biopsias de ganglios linfáticos, 
practicadas por una necesidad clínica, muestran la presencia de 
pseudofolículos o centros linfoproliferativos compuestos por células de mayor 
tamaño, rodeados de una masa de células pequeñas (Ponzoni y cols., 2011). 
En la médula ósea el grado de infiltración representa más de un 30% de la 
celularidad (Hallek y cols., 2008). 
 
Al contrario que en otros desórdenes linfoproliferativos, en la LLC no 
existe una alteración genómica específica responsable de la patogénesis. Sin 
embargo, tecnologías como la hibridación in situ unida a fluorescencia (en 
inglés, FISH) han mostrado que hasta en un 80% de los casos de LLC se 
encuentran alteraciones cromosómicas que suponen factores pronóstico 
independientes. La deleción del brazo largo del cromosoma 13 (del13q14), se 
encuentra en el 50% de los pacientes y en general se asocia a un mejor 
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pronóstico cuando se presenta de forma aislada. Trabajos recientes han 
relacionada esta alteración con una actividad tumor supresora en un 
mecanismo que implica el incremento de la expresión de Bcl2 (Cimmino y cols., 
2005). La trisomía del 12 se detecta en un 10-20% de los casos y las últimas 
técnicas de secuenciación han encontrado un vínculo con la mutación de 
NOTCH1. La deleción del brazo largo del cromosoma 11 (del11q22-q23) 
aparece en 5-20% de los pacientes y se asocia con peor pronóstico ya que en 
esta región se encuentra el gen inmunosupresor ATM (Stankovic y cols., 1999). 
Por último, los pacientes en los que se identifica la deleción del brazo corto del 
cromosoma 17 (del17p) pertenecen al grupo de riesgo más elevado. Esta 
mutación implica al gen supresor TP53 y a pesar de que sólo se detecta en un 
10% de los casos, su prevalencia aumenta a lo largo del desarrollo de la 
enfermedad. Más aún es la única característica genómica que determina 
claramente el manejo clínico del enfermo. 
 
El diagnóstico de la enfermedad se realiza en la mayoría de los casos 
por la detección de elevada linfocitosis ( >5x109 linfocitos-B/L) en un análisis de 
sangre rutinario, sin otros síntomas relevantes. Sin embargo, su desarrollo a lo 
largo del tiempo es muy heterogéneo. Aproximadamente un tercio de los 
pacientes no llegan a requerir nunca tratamiento y conviven con la enfermedad. 
Por el contrario, un 30% de los individuos diagnosticados precisan tratamiento 
poco tiempo después debido a anemia, trombocitopenia, el desarrollo de 
adenopatías o esplenomegalia. En estos casos la esperanza de vida se reduce 
drásticamente (2-3 años). Por último, existe un grupo de pacientes que recibe 
tratamiento contra distintos síntomas relacionados con la enfermedad, a 
tiempos variados.  
 
En la actualidad, dos sistemas de clasificación, basados en el grado de 
linfocitosis y el examen físico, se aplican para tratar de definir el pronóstico y 
necesidad de tratamiento de los pacientes LLC. El sistema de estadios 
propuesto por Binet (Binet y cols., 1981) define 3 categorías en función del 
número de sitios linfoides afectados y los recuentos sanguíneos (Tabla 1). El 
sistema de estadios de Rai se propuso en 1975 (Rai y cols., 1975) 
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estableciendo cinco grupos en base al tiempo transcurrido hasta la progresión 
en la enfermedad. Este sistema fue modificado (Rai y cols., 1990) de forma que 
en la actualidad se consideran 3 niveles de riesgo como se muestra en la Tabla 
2, y es el más utilizado en la práctica clínica, junto con el tiempo necesario para 
doblar la carga linfocitaria (Molica y cols., 1990). Mientras que los estadios 
tempranos se caracterizan por un periodo largo de supervivencia libre de 
progresión en la enfermedad, en estadios avanzados este tiempo se acorta 
sensiblemente. 
 
 
ESTADIOS 
BINET 
 
CARACTERÍSTICAS 
 
A 
Hasta 2 sitios linfoides infiltrados. 
Ausencia de anemia (Hb > 10g/dL) o trombocitopenia  
(Plt > 100000/mm3). 
 
B 
Más de 2 sitios linfoides infiltrados. 
Ausencia de anemia (Hb > 10g/dL) o trombocitopenia 
(Plt > 100000/mm3). 
 
C 
Independientemente de los sitios linfoides infiltrados, 
presencia de anemia (Hb < 10g/dL) o trombocitopenia  
(Plt <100000/mm3). 
 
 
ESTADIOS 
RAI 
 
CARACTERÍSTICAS 
 
Riesgo  
bajo 
 
Elevada linfocitosis en sangre periférica e infiltración en 
médula ósea 
 
Riesgo 
intermedio 
 
Presencia de linfoadenopatías o esplenomegalia 
 
Riesgo 
alto 
 
Presencia de anemia y trombocitopenia 
 
Tabla 1. Clasificación de la leucemia linfática crónica en base al sistema de estadios 
de Binnet. 	
Tabla 2. Clasificación de la leucemia linfática crónica en base al sistema de estadios 
de Rai modificado. 	
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Los tratamientos actuales inducen, en la mayoría de los casos, remisión 
de la enfermedad, pero la persistencia de una población residual, protegida 
dentro de los nichos de médula ósea y ganglios linfáticos, resistente a los 
tratamientos, hace que la LLC aún sea una enfermedad incurable. Más aún, se 
ha demostrado que el inicio precoz del tratamiento no siempre es beneficioso. 
Los agentes inmuno-quimioterapéuticos empleados incentivan la aparición de 
infecciones, dado que la respuesta inmune, tanto humoral como celular, de los 
pacientes LLC ya es deficiente por sí misma (Morrison, 2010). Además la 
quimioterapia podría influir en la selección de clones más agresivos (ej: TP53), 
con mayor resistencia a los tratamiento, tras las recidivas (Gaidano y cols., 
2012). 
 
La búsqueda de nuevos factores pronóstico, no solo de la evolución de 
la enfermedad, sino también de la respuesta a los tratamientos, ha sido 
constante en la LLC. Además del sistema de estadios descrito previamente, 
otros parámetros clínicos son analizados para tratar de determinar el 
comportamiento de la enfermedad en cada paciente. Entre ellos, destacan los 
valores de β2 microglobulina, LDH, timidin-quinasa en suero y CD23 soluble, 
así como el tipo de infiltración en médula ósea. Sin embargo, deben tomarse 
con cuidado puesto que su relación con la carga tumoral puede generar un 
factor de confusión al diagnóstico.  
 
El número de marcadores biológicos que han probado ser factores 
pronóstico, sigue creciendo en los últimos años. Además de las alteraciones 
genómicas nombradas anteriormente, la expresión de ciertas moléculas como 
CD38 y la subunidad α4 de la integrina VLA-4 (CD49d), fundamentales en la 
interacción de las células LLC con otros tipos celulares del microambiente  
(Brachtl y cols., 2014), y marcadores intracelulares como ZAP70, se ha 
correlacionado con un peor pronóstico (Crespo y cols., 2003). Sin embargo, la 
dificultad para estandarizar su determinación, ha hecho que su relevancia en la 
práctica clínica no se haya consolidado. Por encima de todas ellas, el factor 
biológico que ha demostrado una clara asociación con el pronóstico de la 
enfermedad es el estado mutacional de los genes que codifican para la región 
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variable de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IGVH), de forma 
que los pacientes que presentan ausencia de mutación en IGVH tienen una 
evolución mucho peor (Hamblin y cols., 1999). Actualmente la tecnología 
permite determinar estas mutaciones de forma rápida y confiable por lo que su 
aplicación está ampliamente extendida.  
 
La presencia de mutaciones somáticas en los genes IGVH en las células 
LLC, tiene gran relevancia para entender el origen de la enfermedad. Las 
células LLC poseen un BCR funcional consecuencia de los reordenamientos 
productivos de los genes de las inmunoglobulinas (Caligaris-Cappio y cols., 
2008). El proceso de hipermutación somática durante la maduración de los 
linfocitos B, es responsable del aumento de la afinidad de los anticuerpos por 
los antígenos. Al tener lugar posteriormente al reconocimiento antigénico, se ha 
propuesto que el encuentro con los mismos podría se un desencadenante de la 
patología (Zenz y cols., 2010). La hipermutación somática no tiene lugar de 
forma homogénea en todos los genes en la LLC, por lo que esta selectividad 
puede interpretarse como una evidencia más de la presión genética que los 
antígenos ejercen para originar el repertorio restrictivo del BCR característico 
de esta enfermedad. Así mismo, la ausencia de mutaciones se puede explicar 
cómo una estrategia para mantener el BCR en un estado similar al de la línea 
germinal. De manera añadida, otra característica de la LLC es la existencia de 
receptores estereotipados, con alta homología en la secuencia de aminoácidos 
de la región determinante de la complementariedad en las inmunoglobulinas, 
HCDR3, lo que también sustenta la implicación de estímulos antigénicos 
específicos en la patogénesis de la LLC (Murray y cols., 2008). La expresión de 
uno u otro de estos receptores estereotipados puede tener consecuencias en la 
presentación clínica o en la evolución de la enfermedad. Más aún, se ha 
descrito que la presencia de estos receptores estereotipados es 
significativamente más frecuente en los casos de LLC con ausencia de 
mutaciones somáticas en los genes IGVH (Stamatopoulos y cols., 2007).  
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1.2.- Importancia del microambiente en la LLC 
 
Al contrario que otros síndromes linfoproliferativos, la expansión de las 
células LLC no se debe a un alto índice de proliferación. Estas células se 
encuentran mayoritariamente secuestradas en la fase G0 del ciclo celular y su 
supervivencia se debe a la existencia de mecanismos de resistencia frente a la 
apoptosis que implican tanto propiedades intrínsecas a las propias células 
tumorales, como una expresión muy elevada de proteínas anti-apoptóticas 
(Kitada y cols., 1998), como factores extrínsecos derivados del microambiente 
(Burger, 2011). Sin embargo, el hecho de que una vez que las células LLC son 
extraídas del organismo, su viabilidad en cultivos in vitro descienda 
dramáticamente, da especial relevancia a la dependencia de estas células de 
señales proporcionadas por otros tipos celulares (Collins y cols., 1989). 
 
Como hemos comentado anteriormente, a pesar de que los distintos 
tratamientos quimioterapéuticos contra la LLC, combinados con las nuevas 
estrategias de inmunoterapia han conseguido que la mayoría de los pacientes 
entren en remisión, la ocurrencia de múltiples recidivas hace evidente que 
existe una población de células LLC, resistente a los tratamientos, que 
probablemente se encuentre protegida dentro de órganos linfoides como la 
médula ósea y también los ganglios linfáticos. Desde hace años, existen 
múltiples evidencias de la importancia de los contactos directos entre las 
células LLC y las células del estroma de médula ósea en la resistencia de las 
primeras a la apoptosis espontánea o inducida por fármacos mediada por 
fenómenos de adhesión (Lagneaux y cols., 1998, Lagneaux y cols., 1999) 
(Panayiotidis y cols., 1996). Sin embargo, sigue siendo necesario profundizar 
en las rutas de señalización activadas por esa interacción. 
 
Por otro lado, la infiltración de distintos tejidos es un proceso activo en el 
que las células LLC son capaces de modificar la estructura de los órganos, 
mediante la producción de citoquinas y quimioquinas, hasta llegar a reemplazar 
las poblaciones celulares originales, creando un microambiente o nicho 
favorable para el mantenimiento y progresión de la masa tumoral (Plander y 
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cols., 2011). Mientras que la presencia de adenopatías es variable entre 
distintos pacientes y en función del estadio de la enfermedad, en todos los 
individuos en los que se desarrolla la LLC tiene lugar la infiltración de la médula 
ósea. Ésta puede alcanzar distintos grados, desde un patrón nodular o 
intersticial en el que se conserva gran parte de la arquitectura original del 
tejido, a una infiltración masiva o también denominada difusa, en la que ya se 
ha producido el reemplazo del tejido hematopoyético normal (Rozman y cols., 
1984). 
 
En base a estas características, profundizar en el conocimiento de los 
componentes del microambiente de médula ósea y de la comunicación que se 
establece entre éstos y las células LLC, es fundamental para el desarrollo de 
terapias más efectivas que puedan interrumpir estos mecanismos y hacer más 
accesibles a los fármacos las células albergadas en el nicho tumoral (Burger, 
2012). 
 
1.2.1.- Distintos tipos celulares conforman el estroma de médula 
ósea capaz de sustentar la viabilidad de las células LLC 
 
 Múltiples autores han tratado de caracterizar los distintos tipos celulares 
comúnmente englobados en el término estroma.  Entre ellas, se encuentran las 
denominadas Nurse Like Cells (NLCs), células foliculares dendríticas (FDCs), 
células endoteliales, células estromales de médula ósea de origen 
mesenquimal (Bone Marrow Mesenchymal Stromal Cells, BMMSC) y hasta 
linfocitos T, y promueven la supervivencia de las células LLC tanto a través de 
contactos directos como mediante la secreción de factores solubles, 
involucrando a distintas rutas de supervivencia. 
 
 Las NLCs son en sí mismas una modificación de componentes del nicho 
tumoral inducida por las células leucémicas. Se identificaron por primera vez 
como células redondeadas de gran tamaño, muy adherentes, que podían 
observarse después de varios días de cultivo de células mononucleadas 
extraídas de la sangre de pacientes LLC (Burger y cols., 2000). 
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Posteriormente se confirmó que derivaban de células mieloides positivas para 
CD14 (Tsukada y cols., 2002), así como su presencia en los tejidos linfoides de 
pacientes LLC y en el linfoma folicular (Ruan y cols., 2006). En la LLC se ha 
descrito como estas células promueven la supervivencia de las LLC mediante 
la producción de CXCL12 (Burger y cols., 2000), BAFF y APRIL (Nishio y cols., 
2005) o al interaccionar mediante CD31 presente en su membrana con CD38 
expresado en las células LLC (Deaglio y cols., 2005) . Así mismo se confirmó la 
elevada expresión de CD68 y CD163 en las NLCs de pacientes de LLC frente a 
las obtenidas de muestras de donantes sanos (Boissard y cols., 2015). 
Recientemente, se ha mostrado como este tipo celular media la resistencia de 
las células LLC al tratamiento con Ibrutinib (Boissard y cols., 2015), 
chlorambucil y dexametasona (Filip y cols., 2015) y su relación con la 
progresión de la enfermedad, al correlacionar la expresión de CD163 soluble y 
en membrana con el estado mutacional IGVH, anomalías en el cariotipo o una 
reducción en la supervivencia de los pacientes libre de progresión (Boissard y 
cols., 2016). 
 
 Los linfocitos T aislados de la sangre de pacientes LLC, muestran 
ineficacia a la hora de establecer la sinapsis inmunológica con células 
presentadoras de antígeno. Del mismo modo, en ensayos in vitro, el contacto 
de células LLC con linfocitos T obtenidos de donantes sanos, también provoca 
que estos linfocitos T pierdan su capacidad de establecer este contacto 
funcional (Ramsay y cols., 2008). Por tanto, las LLC son capaces de bloquear 
la respuesta inmune normal de los linfocitos T en el organismo al impedir el 
reconocimiento de antígenos exclusivos de las células leucémicas. Más aún, el 
porcentaje de células T reguladoras se encuentra incrementado en los 
pacientes LLC respecto a los controles sanos (Beyer y cols., 2005). Por otro 
lado, la interacción entre CD40L y CD40 expresado en la membrana de las 
células LLC, induce la producción de distintas factores solubles como IL-2, IL-4 
e IL-10 que promueven la viabilidad de las células leucémicas (Plander y cols., 
2009) y la reentrada en el ciclo celular (Granziero y cols., 2001). 
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 El origen, fenotipo y función de las células foliculares dendríticas (FDCs) 
ha sido difícil de estudiar debido a su bajo porcentaje en los tejidos linfoides 
(1%) y a su tendencia a establecer fuertes adhesiones con células B. Aunque 
ha habido controversia respecto a si su origen estaba en el linaje 
hematopoyético o en el mesenquimal, parece claro  que está ligado a 
progenitores de células mesenquimales de médula ósea o a miofibroblastos, y 
en consecuencia, las FDCs expresan marcadores como CD21, CD40, CD73, 
CD90, CD29, ICAM-1, VCAM-1 y BAFF (Munoz-Fernandez y cols., 2006). 
Promueven la supervivencia de las LLC  a través de la interacción con CD44 
que conduce al incremento de la expresión de la proteína antiapoptótica Mcl-1 
(Pedersen y cols., 2002). Así mismo, mediante la secreción de CXCL13  
inducen la migración de las células LLC hacia los órganos linfoides (Allen y 
cols., 2008). 
 
Distintos autores han planteado que las células de los endotelios 
vasculares pudieran ser otro componente del estroma del nicho tumoral que 
sustentase la supervivencia de las células LLC in vitro a través del contacto 
directo con éstas o de la producción de factores solubles desencadenada por el 
contacto (Moreno y cols., 2001) (Buggins y cols., 2010) (Maffei y cols., 2011). 
Más aún, se ha descrito que células microsvasculares (MVECs) establecen una 
comunicación con las células leucémicas, de manera que el contacto entre 
ellas a través de CD40, en la superficie de las MVECs, y CD40L, con expresión 
aberrante en las LLC, induce una mayor secreción de BAFF y APRIL por parte 
de las células endoteliales que, a su vez, generan un incremento en la 
viabilidad de las LLC además de incentivar su expresión de CD40L (Cols y 
cols., 2012). Los trabajos previos de nuestro laboratorio se habían centrado 
principalmente en analizar el papel de esta familia de moléculas en la 
migración de las células LLC a través del endotelio vascular, encontrando que 
la disminuida capacidad transmigratoria de estas células podía deberse a la 
sobre-expresión de ephrinA4 en la membrana de las LLC, de forma que la 
señal reverse inhibe la adhesión de las células leucémicas al endotelio 
mediada por integrinas (Trinidad y cols., 2009, Trinidad y cols., 2010).  
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Por encima de todos estos tipos celulares, en la LLC el componente 
mayoritario del estroma de médula ósea se corresponde con células de origen 
mesenquimal (BMMSC) (Kurtova y cols., 2009). Estas células están implicadas 
en la regulación de la hematopoyesis en la condición sana, proporcionando 
sitios de anclaje a los linfocitos y expresando en su superficie diversos factores 
de crecimiento (Zhao y cols., 2010) . Así mismo, son capaces de rescatar a las 
LLC de la apoptosis in vitro (Lagneaux y cols., 1998). En origen se 
caracterizaron como células con morfología fibroblástica con capacidad de 
diferenciar hacia condrocitos, osteoblastos o adipocitos. Su gran plasticidad 
para dar lugar a distintos  tipos celulares sugería que podrían tener un papel 
importante en la reparación y regeneración de tejidos. Sin embargo, 
actualmente esta función se atribuye más a la secreción de factores solubles 
que promueven la proliferación y supervivencia de otras células (Phinney y 
cols., 2013). Su fenotipo se caracteriza por la ausencia de marcadores 
hematopoyéticos como CD45, CD11b y CD14, y la expresión de CD73, CD90, 
CD105 y STRO-1 entre otros (Dominici y cols., 2006). Son capaces de 
sustentar la viabilidad de las LLC al secretar diversas citoquinas como 
CXCL12, BAFF y APRIL (Burger y cols., 2002, Pontikoglou y cols., 2013) junto 
con la interacción a través de moléculas de adhesión (CD44, CD29, CD166…). 
De forma relevante, igual que ocurre con las NLCs y FDCs, la expresión de 
VCAM-1 en su membrana les permite interaccionar con  las células LLC a 
través de CD49d (Lagneaux y cols., 1999). 
 
1.2.2.- Estrategias terapéuticas para tratar de interrumpir la 
comunicación entre las células LLC y el microambiente 
 
Las distintas rutas de señalización desencadenadas por la interacción 
dinámica de las células LLC con los distintos tipos celulares que conforman el 
estroma, descritos previamente, se relacionan entre sí conformando un 
complejo microambiente que permite tanto el establecimiento de la enfermedad 
como la progresión de la misma. Actualmente, se siguen desarrollando 
estrategias dirigidas tanto a bloquear los contactos intercelulares como a 
interrumpir las rutas de señalización activadas por éstos. Entre ellas destacan 
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los antagonistas del receptor CXCR4 que impiden la unión de CXCL12, 
producido por NLCs y BMMSCs,  a las LLC. Compuestos como el plerixafor 
(AMD3100) han mostrado su eficacia al aumentar la sensibilidad de las células 
LLC  a citostáticos como la Fludarabina (Burger y cols., 2005). De forma 
similar, la administración de una forma soluble de TACI, Atacicept, ha probado 
contribuir a la estabilización de la enfermedad al secuestrar los ligandos BAFF 
y APRIL (Vincent y cols., 2013). 
 
Entre los fármacos que van dirigidos hacia distintos puntos de las rutas 
de señalización, destacan los inhibidores de phosphatidylinositol-3-kinasa 
(PI3K), spleen tyrosina kinasa (SYK), Bruton´s tyrosina kinasa (BTK) y Bcl-2. La 
inhibición de PI3K es capaz de contrarrestar los efectos pro-supervivencia de 
CD40L, BAFF, TNF-α o el co-cultivo con células de estroma (Lutzny y cols., 
2013, Amigo-Jimenez y cols., 2015). La activación de SYK se produce tras la 
estimulación del BCR. Su inhibición tiene como consecuencia un aumento del 
porcentaje de células apoptóticas en cultivos en los que se había induce la 
activación del BCR o en co-cultivos con NLCs o BMMSCs (Buchner y cols., 
2010) mientras que in vivo reduce las adenopatías, probablemente induciendo 
una movilización de las LLC hacia el torrente sanguíneo (Friedberg y cols., 
2010). Los inhibidores de la BTK, que forma parte de la misma ruta de 
señalización, por debajo de SYK, comprenden las últimas terapias 
desarrolladas para el tratamiento de la LLC en combinación con fármacos 
tradicionales y nuevos anticuerpos monoclonales (Vela y cols., 2016). Por 
último, debido a la elevada expresión de Bcl-2 en las LLC, se están 
desarrollando distintos inhibidores contra esta molécula. A pesar de los 
resultados in vitro, su eficacia en ensayos clínicos sigue siendo modesta 
(Campas y cols., 2006) (O'Brien y cols., 2009). 
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2.- LA FAMILIA DE RECEPTORES Y LIGANDOS TIROSIN-KINASA 
EPH/EPRIN 
 
Los receptores Eph y los ligandos con los que interactúan 
preferentemente, ephrin, comprenden la familia de tirosin-quinasas más 
numerosa que se conoce. Estos receptores fueron identificados por primera 
vez en una línea hepática productora de eritropoyetina (Hirai y cols., 1987) y 
desde entonces se han descrito 16 receptores y 9 ligandos divididos en dos 
sub-clases A y B, en base a la afinidad por los correspondientes ligandos. 
Todos los receptores poseen una estructura homóloga, con un dominio 
extracelular y una porción citoplásmica. En la región extracelular encontramos 
el dominio de unión al ligando en el extremo amino-terminal, que determina la 
pertenencia a una de las dos sub-clases, seguido de una región rica en 
cisteínas y dos repeticiones fibronectina tipo III. La porción citoplásmica se 
encuentra unida por un dominio transmembrana y contiene el dominio tirosin-
quinasa, un motivo SAM,  lo que permite la interacción con otras proteínas, y 
un extremo con un dominio PDZ (Pasquale, 1997)(Figura 1). Una de las 
características distintivas de esta familia es el hecho de que los ligandos se 
encuentran unidos a la superficie celular de las células. Los ligandos ephrinA 
se encuentran anclados por un dominio GPI, mientras que los ephrinB constan 
de un dominio transmembrana y una región citoplásmica con un dominio src 
quinasa funcional y un motivo PDZ  (Pasquale, 1997). 
 
La formación de complejos receptor-ligando induce la fosforilación de los 
residuos de tirosina que desencadena rutas de señalización, sin embargo, 
también existe la posibilidad de que las señales sean independientes de la 
actividad quinasa (Matsuoka y cols., 2005). Existe una gran promiscuidad 
respecto a la interacción entre receptores y ligandos. De los receptores EphA, 
9 pueden unir 5 de los ligandos ephrinA con afinidad variable, mientras que 5 
receptores EphB interaccionan con los 3 ligandos de la sub-familia B. De 
manera interesante, EphA4 es capaz de unir también ligandos B y EphB2 
también reconoce ephrinA5. Por otro lado, EphB4 únicamente interacciona con 
ephrinB2 (Pasquale, 2005). La interacción entre los receptores y ligandos de 
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esta familia es muy particular en cuanto a que en muchas situaciones tanto 
Eph como ephrin pueden actuar como receptores y/o ligandos. La señal se 
denomina reverse si sucede en la célula que expresa el ligando y forward si se 
da en la célula que expresa el receptor (Pasquale, 2010) pudiendo llegar a 
desencadenarse cascadas de señalización bidireccional de manera simultánea. 
Es importante distinguir si los procesos afectados por la interacción Eph/ephrin 
se deben a un papel autónomo o no-autónomo de célula para poder intervenir 
correctamente en los mismos.  
 
 
  
GPI Motivo PDZ Membrana plasmática 
Membrana plasmática 
Señal Reverse Dominio globular 
Región rica en cisteínas 
Repeticiones Fibronectina III 
Región 
 transmembrana 
Dominio quinasa 
Dominio  SAM 
Motivo PDZ 
Dominio  
 SRC quinasa 
Señal Forward 
Figura 1. Esquema de la estructura de los receptores Eph y los ligandos 
ephrin.  Los receptores de las sub-familias A y B presentan la misma estructura  
homóloga, con una porción extracelular en la que resalta un dominio globular de 
interacción con los ligandos, una región rica en cisteínas, seguida de varias 
repeticiones de fibronectina III; una región transmembrana conecta con la porción 
citoplásmica en la que se encuentra el dominio quinasa con sitios de fosforilación 
(P), un dominio SAM y finalmente una cola con un motivo PDZ. Los ligandos 
ephrinA se anclan a la membrana plasmática mediante un dominio que contiene 
una molécula GPI. Los ligandos ephrinB poseen una región transmembrana y a 
continuación un dominio src-quinasa y un último dominio con un motivo PDZ. La 
señalización inducida en la célula que expresa el ligando se denomina señal 
reverse, mientras que la señal forward se desencadena en la célula que porta el 
receptor. Modificado de (Nguyen y cols., 2016). 
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Dado  el creciente número de estudios que muestran la expresión 
diferencial de los receptores Eph y los ligandos, ephrin, en las BMMSC y 
distintas poblaciones del linaje hematopoyético, implicados tanto en 
osteogénesis como en hematopoyesis, parece necesario profundizar en su 
estudio en la LLC (Anam y cols., 2013, Wang y cols., 2014, Nguyen y cols., 
2015). El mecanismo de acción de estas moléculas implica interacciones 
célula-célula que pueden inducir adhesión o repulsión entre los distintos tipos 
celulares, por tanto esta familia es una candidata importante para regular la 
comunicación entre los tipos celulares presentes en el microambiente de 
médula ósea de la LLC. Los resultados previos de nuestro grupo habían puesto 
de manifiesto la importancia de su expresión en las LLC de sangre periférica 
(Alonso-Colmenar y cols., 2009) (Trinidad y cols., 2009). El análisis 
comparativo de la expresión en médula ósea y sangre periférica puede aportar 
información importante en relación con la clínica de la enfermedad. Teniendo 
en cuenta que Eph/ephrin pueden actuar tanto como supresores como 
promotores de la actividad tumoral en distintos tipos de cáncer (Pasquale, 
2010), es fundamental caracterizar en profundidad su función en la LLC, en la 
búsqueda de nuevas dianas terapéuticas (Barquilla y cols., 2015). 
 
Aunque gran número de miembros de esta familia han sido identificados 
en BMMSC y HSC, el tándem en el que se centran la mayoría de ellos es el 
formado por EphB4 y ephrinB2, las 2 presentes en ambos tipos celulares. La 
inducción de la señal forward a través de EphB4 en HSC, por la interacción con 
ephrinB2 expresada por BMMSC, potencia la diferenciación de las HSC hacia 
progenitores eritropoyéticos. De manera interesante, en esta situación la 
expresión de EphB4 disminuye tras el contacto con las células estromales, por 
lo que puede deducirse que la interacción induce la separación entre ambos 
tipos celulares, las HSC quedarían más expuestas a la unión de citoquinas que 
promoverían su diferenciación (Suenobu y cols., 2002). Por el contrario, la 
expresión de EphB4 en el estroma también es capaz de incrementar la 
expresión de ephrinB2 en células hematopoyéticas y su capacidad de 
migración (Okubo y cols., 2006). Así mismo, las BMMSC con una expresión 
incrementada de EphB4 ven aumentada su capacidad de sostener la viabilidad 
Introducción 	
15 
 
de las células hematopoyéticas (Nguyen y cols., 2015). Estos ejemplos 
prueban la propiedad de la familia Eph/ephrin de generar distintas señales y en 
consecuencia distintos resultados funcionales, de forma contexto-dependiente, 
confirmando la necesidad de profundizar en el estudio de la función de estas 
moléculas en el microambiente de médula ósea. 
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3.- LA SUPERFAMILIA DE RECEPTORES DEL TNF EN LA LLC 
 
 Entre todas las moléculas relacionadas con la supervivencia de las 
células LLC en el microambiente mencionadas anteriormente, la superfamilia 
de receptores y ligandos del factor de necrosis tumoral (TNFRSF) ha adquirido 
especial relevancia en los últimos años. Esta familia de moléculas desempeña 
su función durante el desarrollo y maduración normal de los linfocitos B. En 
concreto, el receptor del factor de activación de linfocitos B (BAFF-R), el 
antígeno de maduración de los linfocitos B (BCMA) y el activador 
transmembrana, modulador del calcio capaz de interaccionar con el ligando 
cyclophilina (TACI) tienen un papel crítico en la supervivencia de las células B 
en distintos estados de su desarrollo, mediante la interacción con BAFF y 
APRIL, el ligando capaz de inducir proliferación (Rickert y cols., 2011). Tanto 
BAFF como APRIL son capaces de unirse a BCMA, aunque su afinidad es 
mucho mayor por el segundo. BAFF-R sólo interacciona con BAFF con gran 
afinidad mientras que TACI puede unir ambos ligandos de forma similar 
(Bossen y cols., 2008). Por otro lado, APRIL también puede interaccionar con 
moléculas de proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs) que posiblemente 
contribuyen a su multimerización (Kimberley y cols., 2009). BAFF puede 
expresarse en membrana o secretarse al medio, tras su procesamiento 
proteolítico por una furin convertasa, como trímeros o en estructuras de mayor 
tamaño de hasta 60-mer (Liu y cols., 2002). APRIL es secretado en forma de 
trímeros después de su procesamiento a la salida del Golgi, aunque se han 
descrito isoformas producidas por splicing alternativo expresadas en la 
superficie celular (Lopez-Fraga y cols., 2001, Ingold y cols., 2005, Maia y cols., 
2011). Mientras que BAFF-R es capaz de activarse por todas las formas de 
BAFF, TACI requiere las formas multiméricas o unida a membrana (Figura 2). 
 
  La transducción de la señal desencadenada por la interacción de los 
ligandos con BAFF-R, TACI o BCMA, implica la activación de NF-kB (Endo y 
cols., 2007). La unión de BAFF a BAFF-R activa fundamental la ruta alternativa 
de NF-kB, clave en el desarrollo normal de los linfocitos B que también puede 
inducirse por la pareja de moléculas CD40-CD40L, del mismo modo que la 
Introducción 	
17 
 
señalización a través del BCR incrementa la expresión de BAFF-R (Cheema y 
cols., 2001, Smith y cols., 2003). Por el contrario, la unión de BAFF y APRIL a 
TACI y BCMA desencadena la vía canónica. De manera interesante, se ha 
descrito que esta última se encuentra activada de manera constitutiva en la 
LLC (Endo y cols., 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 La desregulación de la interacción entre estas moléculas da lugar a 
procesos autoinmunes o linfoproliferativos. Pacientes de artritis reumatoide, 
Figura 2. Esquema de la interacción entre receptores y ligandos de la 
super-familia del TNF. Los ligandos BAFF y APRIL se expresan tanto unidos 
a membrana como de forma soluble como trímeros (3 mer) o agrupaciones de 
estos (60 mer). BAFF puede unirse a los 3 receptores: BAFF-R, TACI y 
BCMA, aunque su afinidad por este último es menor. APRIL interacciona con 
TACI y BCMA y además con moléculas de proteoglicanos heparan sulfato 
(HSPGs) (Modificado de Mackay y cols. (2008). 
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síndrome de Sjögren o lupus eritematoso sistémico presentan niveles elevados 
de BAFF en suero y líquido sinovial (Cheema y cols., 2001) y ratones en los 
que se sobre-expresaba este ligando desarrollaban síntoma concordantes con 
los de estas patologías (Mackay y cols., 1999). Dado que BAFF regula la 
supervivencia de las células B, el aumento de su expresión o de la actividad de 
sus receptores, también conduce al desarrollo de procesos linfoproliferativos 
descontrolados como linfomas no-Hodgkin (Batten y cols., 2004). En la LLC 
distintos estudios han mostrado la implicación de estas moléculas actuando 
tanto a través de mecanismos paracrinos (Nishio y cols., 2005) (El Shikh y 
cols., 2010) (Pontikoglou y cols., 2013) al ser producidas por NLCs, FDCs y 
BMMSCs, como de forma autocrina, expresados por las propias células 
leucémicas (Kern y cols., 2004).  
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Atendiendo a los resultados previos publicados por nuestro laboratorio, y a 
las distintas evidencias mostradas en la bibliografía, en el siguiente trabajo nos 
propusimos: 
 
ü Analizar las expresiones de Eph/ephrin en células LLC de sangre 
periférica (SP) y médula ósea (MO), a fin de determinar cuál/es están 
relacionadas con su localización tisular y con distintos momentos de la 
enfermedad. Estudiar su relación con la evolución de la enfermedad, las 
características citogenéticas y parámetros moleculares de pronóstico 
(ZAP-70, CD38, estado mutacional genes IgVh) y la clínica de la 
enfermedad (estadios Rai/Binnet, patrón de infiltración medular, 
linfocitosis, adenopatías, etc). 
 
ü Caracterizar los tipos celulares que sustentan viabilidad de las LLC in 
vitro por su posible papel in vivo, su expresión de Eph/ephrin en relación 
con el de las LLC y si los mismos intervienen también en la resistencia a 
fármacos. 
 
ü Determinar cuál/es de las interacciones Eph/ephrin median en la 
resistencia a apoptosis o inducida por fármacos, de las células LLC. 
 
ü Determinar si las interacciones Eph/ephrin median en 
supervivencia/resistencia fármacos a través de otros mecanismos de 
creciente interés en la enfermedad, especialmente la familia 
BAFF/APRIL, la señalización vía integrinas y la estimulación a través del 
BCR y CD40.  
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1.- PACIENTES 
 
Todas las muestras empleadas en este estudio fueron proporcionadas 
por el Hospital Morales Meseguer de Murcia, respetando en todo momento el 
anonimato de los pacientes y previo consentimiento informado de los mismos. 
Se proporcionaron muestras extraídas de pacientes LLC de sangre periférica y 
aspirado de médula ósea del esternón o la cresta ilíaca, al diagnóstico o debido 
a progresión de la enfermedad. También dispusimos de fragmentos sobrantes 
de biopsias de médula en los casos en los que la situación del paciente 
requiriese realizar esta extracción para estudios anatomopatológicos.  
 
2.- PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 
 
2.1.- Aislamiento de las células leucémicas en sangre 
 
En primer lugar procedíamos al enriquecimiento de la fracción 
leucocitaria en las muestras de sangre (aspirado de médula ósea o sangre 
periférica), por centrifugación en gradiente de densidad en medio Histopaque-
1077 (Sigma-Aldrich) en (Centrifuge 5810; Eppendorf a 400 g; 30 minutos; 
22ºC). Recogíamos la fracción leucocitaria localizada en la interfase 
Histopaque-plasma resultante de la centrifugación. Diluíamos en PBS-EDTA-
FBS y centrifugábamos dos veces a 1.100 revoluciones por minuto (rpm); 10 
minutos, para lavar las supensión celular antes de proceder al recuento en 
cámara de Neubauer (BRAND GMBH + COKG). 
 
Una vez determinado el número de leucocitos en nuestra suspensión 
inicial realizábamos un inmunofenotipo con anticuerpos monoclonales contra 
CD19 y CD5 unidos a fluorocromos (αCD19-FITC, Immunostep y αCD5-
PECy5, BD Biosciences) para determinar el porcentaje de células LLC de la 
muestra (dobles positivas) por citometría de flujo. A continuación se procedían 
al aislamiento de las células leucémicas mediante un separador magnético 
automático (AutoMACS, Magnetic-Activated Cell Sorting; Miltenyi Biotec) 
siguiendo un protocolo de selección positiva. Las células, en una 
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concentración de 50x106 /mL, se incubaban durante 45 minutos, a 4ºC, con un 
anticuerpo de ratón específico contra CD19 humano, unido a biotina (αCD19-
biotina, Immunostep) añadiendo 0,5µg/107 células. Para minimizar las posibles 
uniones inespecíficas del anticuerpo, se añadía a la mezcla un exceso de 
inmunoglobulinas de ratón (Jackson Immunoresearch). Finalizada la incubación 
lavábamos dos veces con un exceso de PBS-EDTA-FBS (centrifugación, 
nueva resuspensión del pellet y centrifugación) con el fin de eliminar el 
anticuerpo no unido por las células. A continuación, incubábamos 15 minutos a 
4ºC, con partículas férricas con alta afinidad por la biotina (MACS-αBiotina, 
Miltenyi Biotec). Transcurrido ese tiempo, lavábamos nuevamente dos veces 
antes de resuspender las células a una concentración final de 50x107 
células/mL o un volumen mínimo de 1 mL, siguiendo las instrucciones del 
fabricante. La suspensión se introducía en el AutoMACS y seleccionábamos el 
programa POSSEL, cuando la muestra contenía más de un 80% de células 
CD19+, o POSSEL_S, si la población de interés era menor de un 80%. Tras el 
aislamiento, realizábamos el recuento de la fracción positiva para valorar el 
rendimiento del procedimiento y teñíamos una alícuota de esta suspensión con 
estreptoavidina conjugada con Alexa-Fluor® 488 (SAV-Alexa- Alexa-Fluor® 488; 
Molecular Probes, Life technologies) y αCD5-PECy5, para valorar la pureza de 
la población resultante. Si obteníamos más de un 99% de células LLC, éstas 
eran procesadas posteriormente para la extracción de ARN (ver más adelante). 
 
 2.2.- Procesamiento de biopsias de médula ósea 
 Empleamos  fragmentos de cilindros de biopsias frescas de médula ósea 
tanto para estudios histológicos como para cultivos in vitro para caracterizar las 
poblaciones de estroma en el microambiente de médula y realizar ensayos 
funcionales. 
ü Estudio histológico:  las porciones de biopsias de médula se 
embebían en medio de congelación específico para la crio-
preservación de tejidos (Tissue-TEK® O.C.T.™ Compound (Sakura 
Finetek) y se congelaban cuidadosamente en nitrógeno líquido, 
donde eran almacenadas hasta su utilización. 
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ü Suspensión celular: se disgregaba mecánicamente el cilindro en 
fragmentos pequeños con ayuda de un bisturí manteniéndolos en 
RPMI. Para obtener una suspensión unicelular se empleo una 
mezcla de enzimas (Liberasa) y DNAasa (Roche) disuelta en RPMI 
sin suero,  para minimizar la cito-toxicidad generada por el 
procedimiento enzimático. Los fragmentos se incubaron en esta 
solución, previamente atemperada, durante 15 minutos a 37ºC en el 
baño maría, resuspendiendo con el Vortex entre medias. Para 
neutralizar la acción de la liberasa añadíamos PBS-EDTA-10% FBS, 
manteniendo la suspensión sobre hielo, y resuspendíamos los 
fragmentos óseos con una pipeta Pasteur para liberar todas las 
células. Lavábamos la suspensión dos veces en PBS-EDTA-
10%FBS y dividíamos las células para su análisis por citometría de 
flujo (caracterización de la población mesenquimal en las biopsias 
frescas) y para sembrar cultivos (ver cultivos celulares). 
 
3.- ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE Eph/ephrin MEDIANTE RT-qPCR 
 3.1.- Aislamiento de ARN 
 La extracción de ARN total se realizaba tras el aislamiento de la 
población leucémica descrito en el apartado 2.1. Las suspensiones celulares se 
lisaron en Tri-Reagent (Sigma-Aldrich) siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Se procedió a la separación del ARN de las proteínas y ADN 
mediante la centrifugación con 1-Bromo-3-Cloropropano. Tras recuperar la fase 
acuosa conteniendo el ARN, se congelaba la fase fenólica y la interfase para 
su uso en futuros experimentos y continuamos la extracción siguiendo un 
método de separación en columnas (RNeasy MinElute Kit, Qiagen). La 
cantidad y calidad del ARN extraído se valoraban mediante lectura de 
absorbancias en el Nanodrop  y BioAnalyzer considerando un valor óptimo de 
calidad de ARN el ratio A260/A280 de 1,8 a 2 y tomando 1 µg de ARN para la 
reacción de transcripción inversa. Tanto las valoraciones de cantidad y calidad 
como la obtención de los ADNc y las PCR cuantitativas (Q-RT-PCR) se 
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realizaron en la Unidad de Genómica del C.A.I Genómica y Proteómica de la 
UCM.  
 3.2.- PCR cuantitativa 
Para realizar las Q-RT-PCR se utilizaron las tarjetas microfluídicas 
personalizadas para nuestros genes de interés (Taqman Low Density Array, 
Applied Biosystems) utilizando como calibradores Actina y GAPDH. La 
cuantificación relativa de cada moléculas, se realizó por el métodos de 2-DDCt. 
Linfocitos B o BMSC de donantes sanos se emplearon como población 
calibradora en cada caso. 
 
4.- ENSAYOS IN VITRO. CULTIVOS CELULARES 
 4.1.- Cultivos de células de estroma de médula ósea de pacientes 
LLC y de donantes sanos 
Las suspensiones de células LLC procedentes de aspirados de médula 
(y de biopsias frescas digeridas con liberasa cuando era posible) se cultivaban 
en medio RPMI-Completo (Anexo) en condiciones estándar (Incubador: 37ºC, 
5% CO2, humedad) a una concentración de 4x106 células/mL (aprox 106 
células/cm2). Después de 2-3 semanas de cultivo las células alcanzaban la 
confluencia deseada. Retirábamos la fracción celular no adherente mediante 
suaves lavados con medio de cultivo y recuperábamos las células adheridas 
lavando con PBS-EDTA 5mM e incubando después de 15-30 minutos  con 
PBS-EDTA 10mM a 37ºC (todos las soluciones previamente atemperadas). 
Seguidamente se procesaban de acuerdo al experimento correspondiente 
(FACS, co-cultivos, extracción de ARN…) o bien se desdoblaban para su 
utilización en futuros experimentos. 
Se proporcionaron suspensiones celulares crio-preservadas en FBS-
DMSO, derivadas de aspirados de médula de donantes (BMMSC sanas). Se 
cultivaron en RPMI-completo, renovando el medio cuando fuera necesario, 
hasta alcanzar la densidad adecuada y se procesaron del mismo modo que las 
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BMMSC de pacientes LLC para los distintos experimentos. 
4.2.- Cultivos de las líneas de estroma de médula ósea Hs5 y Hs27 
Las líneas celulares Hs5 y Hs27, fueron adquiridas en ATCC®. Son 
células de estroma de médula inmortalizadas con los genes E6/E7 del virus del 
papiloma humano (Roecklein and Rorok-Storb, 1995). Comparten muchas 
características con el estroma primario y son utilizadas en muchos trabajos 
para analizar la capacidad protectora del microambiente. LA Hs5 tiene 
morfología fibroblástica, secreta gran cantidad de factores solubles y es la 
única con capacidad para sostener la proliferación de progenitores 
hematopoyéticos co-cultivados, en ausencia de suero u otros factores 
exógenos. Sin embargo, la Hs27 se corresponde con células mucho más 
grandes, tipo epitelial, secreta niveles bajos de factores de crecimiento y no 
promueve la proliferación de progenitores, sin embargo, posee gran 
potencialidad para las uniones intercelulares. Ambas se seleccionaron por 
representar componentes diferenciales del microambiente de médula ósea. 
Las líneas se cultivaron en RPMI-completo en condiciones estándar, 
siendo desdobladas con PBS-EDTA, hasta un máximo de 8 pases para la 
utilización en experimentos. 
4.3.- Cultivos de células LLC. Ensayos funcionales 
En todos los ensayos (a excepción de los realizados con fármacos 
citostáticos), se empleo como medio de cultivo RPMI-experimental, con FBS al 
2% (ver Anexo) con el objeto de mantener las células en condiciones 
restrictivas y poder analizar el efecto de los distintos estímulos añadidos o del 
co-cultivo sobre la supervivencia.  
La evaluación de los ensayos por citometría de flujo se realizó en un 
FACSCALIBUR y se analizaron posteriormente con el programa FCS Express V4. 
4.3.1.- Ensayos con proteínas recombinantes Eph/Ephrin-Fc 
Las proteínas recombinantes utilizadas (R&D Systems) consistían 
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en homodímeros del dominio extracelular de interacción ligando-
receptor, un péptido de unión (IEGRMD) y una región del fragmento Fc 
de IgG humana, que a su vez está fusionado con seis repeticiones de 
Histidina (Hist). Todos los experimentos se realizaron en placas de 96 
pocillos y las células LLC se sembraron a una densidad de 2x105 
LLC/pocillo. 
Con el objeto de activar la señalización a través del receptor o del 
ligando correspondiente, las células se sembraron sobre 
EphB4/ephrinB2-Fc (0,5µg/mL) inmovilizadas sobre la superficie de 
cultivo, o sobre fragmentos Fc de IgG humana (h-Fc, Jackson 
ImmunoResearch). Para esto, los pocillos de placas de cultivo se pre-
incubaron con 100µL de PBS con la concentración deseada de proteína, 
durante 1 hora a 22ºC. Transcurrido ese tiempo los pocillos eran lavados 
con PBS para posteriormente añadir las células.  
Para tratar de bloquear las interacciones entre las células LLC a 
través de EphB4 y ephrinB2, las proteínas recombinantes se añadieron 
en forma soluble (1µg/mL) manteniéndose en el medio de cultivo durante 
toda la duración del experimento. En estos ensayos, antes de añadir 
estas proteínas, pre-incubabamos las células LLC con fragmentos Fc de 
IgG humana (h-Fc, Jackson ImmunoResearch), a una concentración de 
0,5µg/106 células, durante 10 minutos a 4ºC, con el fin de bloquear la 
unión de las proteínas recombinantes a las células por su dominio Fc.  
En el caso de los co-cultivos células LLC-BMMSC, cada tipo 
celular se pre-incubo con EphB4-Fc o ephrinB2-Fc (1µg/mL) 
respectivamente durante 15 minutos a 37ºC. Las células se lavaron con 
un exceso de medio de cultivo antes del inicio del experimento. 
4.3.2.- Cultivos de células LLC con distintos estímulos 
Las células LLC se cultivaron durante 3 días junto con diferentes 
estímulos críticos en el microambiente, para posteriormente analizar los 
cambios en viabilidad y las modulaciones en la expresión de otras 
Material y métodos 	
27 
 
moléculas. 
En los casos indicados, las células se cultivaron sobre 
componentes de la matriz extracelular como Fibronectina (10µg/mL, 
Sigma-Aldrich), sobre los ligandos de integrinas ICAM-1  o VCAM-1 
(10µg/mL R&D Systems) o bien sobre de αIgM (0,5 µg/mL; Fragmentos  
F(ab)2, Jackson ImmunoResearch Europe) inmovilizados en placa. Así 
mismo, el medio de cultivo se enriqueció con TNF-α s a 10 ng/mL 
(PeproTech); las quimiocinas rhBAFF y rhAPRIL solubles a 0,2 µg/mL 
(PeproTech) y SDF-1α (0,1µg/mL) (Peprotech). También se emplearon 
homodímeros de CD40L (R&D), que se añadía en forma pre-agregada, 
aprovechando la presencia de una cola de Hist, con α-poli-Histidina-b 
(R&D Systems). Las moléculas se incubaban en cantidades equimolares 
(0,1 µg/mL de CD40L + 1 µg/mL de α-Hist) en frío antes de añadirlas al 
cultivo. 
4.3.3.- Ensayos de bloqueo de la señalización mediada por 
moléculas de la familia BAFF 
En los casos indicados, se añadieron a los cultivos formas 
recombinantes de los receptores rhBAFF-R y rhTACI  a una 
concentración de 0,5µg/mL (Peprotech) y anticuerpos αBAFF y αAPRIL 
(0,5µg/mL, Abcam), con el objeto de secuestrar los ligandos secretados 
al medio de cultivo impidiendo la unión con el receptor correspondiente 
expresado en la membrana de los linfocitos LLC. 
4.3.4.- Co-cultivos estroma-LLC. Ensayos de supervivencia 
Para estos ensayos, aislamos la población de BMMSC CD45- a 
partir de los cultivos de células adherentes totales obtenidos de los 
aspirados o biopsias de médula ósea. Para deplecionar la suspensión 
celular de células CD45+, las incubamos con αhCD45-biotina hecho en 
ratón (Immunostep) y posteriormente, con bolas magnéticas anti-biotina 
(Microbeads, Miltenyi) para su separación en AutoMACS utilizando el 
programa DEPLETE o de forma manual  empleando Dynabeads® Pan 
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Mouse IgG, en función de la cantidad de células de estroma obtenidas 
en el cultivo inicial 
Las células de estroma primario se sembraban en placas de 96 
pocillos de fondo plano a la densidad necesaria para que la proporción 
de BMMSC/ linfocitos LLC fuera 1/10 al inicio del co-cultivo y las 
BMMSC no alcanzasen la confluencia. La expansión del estroma se 
realizó en ausencia de células LLC, en RPMI-completo durante 2-3 días 
para que el cultivo se estableciese adecuadamente antes de añadir las 
células LLC. 
El ritmo de crecimiento del estroma primario es muy lento, sin 
embargo, las líneas Hs5 y Hs27 dividen rápidamente agotando el medio 
de cultivo, por lo que es necesario parar su crecimiento antes de añadir 
las LLC. Para ello, sembrábamos la placa de 96 y a las 24 horas, una 
vez que se hubiesen adherido firmemente al plástico, las incubábamos 
con Mitomicina C (Sigma Aldrich) a 5 µg/mL en RPMI-completo, 2h a 
37ºC en incubador. Transcurrido ese tiempo se lavaban los pocillos 
suavemente con RPMI-completo atemperado y dejábamos reposar el 
cultivo 4 horas antes de comenzar el ensayo. 
En los casos correspondientes, los estromas se trataron con 
RPMI-experimental con TNF-α (10 ng/mL) durante toda la noche, siendo 
reemplazado por medio fresco al menos dos horas antes del co-cultivo. 
Los co-cultivos de estroma y linfocitos leucémicos se 
establecieron durante 72 horas en RPMI-experimental. En algunos 
supuestos, se añadía a los co-cultivos las proteínas recombinantes 
Eph/Ephrin-Fc en forma soluble como se indicaba en el apartado 4.3.1. 
Para el análisis de la viabilidad por citometría de flujo, los pocillos 
de cultivo se levantaban con PBS-EDTA atemperado con el fin de 
recuperar todas las células. Las suspensiones celulares se incubaban 
durante 30 minutos a temperatura ambiente en una solución tampón 
HEPES especial para la tinción con Anexina-V que contenía Anexina-V-
Material y métodos 	
29 
 
PE (0,6 µL/pocillo; Immunostep) y αCD19-FITC (3 µL/pocillo; 
Immunostep) para poder acotar la población LLC. Pasados los 30 
minutos se lavaban en Tampón de Anexina y se añadía el colorante 
fluorescente intercalante de ADN 7-AAD a una concentración de 1 
µg/mL (Sigma Aldrich) durante 15 minutos a temperatura ambiente. 
Finalmente las suspensiones se llevaban al volumen deseado y se 
mantenían en frío para su análisis en el citómetro. El porcentaje de 
células CD19+ vivas se determinó como la población doble negativa para 
Anexina-V y 7AAD. 
4.3.5.- Co-cultivos en placas Transwell 
En los supuestos indicados, llevamos a cabo el co-cultivo de las 
células LLC y el estroma separando ambos tipos celulares por un filtro 
para discriminar el papel de los contactos intercelulares y de los factores 
solubles en la supervivencia. Para ello se emplearos placas Transwell 
Insert Plates (Costar, Corning) con formato de 96 pocillos y filtros con 
tamaño de poro de 5 µm de diámetro. Las BMMSC se sembraron en el 
pocillo inferior o sobre el filtro en función del ensayo. No se necesito 
añadir ninguna matriz extracelular a la superficie de cultivo. La 
proporción estroma/linfocito se mantuvo igual que en los demás ensayos 
de co-cultivo. 
4.3.6.- Ensayos de supervivencia frente a fármacos citostáticos 
Para analizar la resistencia de las células LLC frente a la 
apoptosis inducida por fármacos, empleamos algunas de las drogas 
citostáticas más empleadas para el tratamiento de esta patología. 
Fludarabina (1µM), Mafosfamida (5µM), Bendamustina (15µM) (Santa 
Cruz Biotechnology)  y Chlorambucil (25µM) (Sigma Aldrich) se 
añadieron a los cultivos de células LLC solas o en co-cultivo con 
BMMSC durante 72h hasta el análisis de la viabilidad en el citómetro de 
flujo. La concentración empleada se determinó en experimentos previos 
del laboratorio, de manera que se conseguía un descenso de hasta el 
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50% en la supervivencia. 
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4.3.7.- Ensayos de adhesión linfocito-estroma. Análisis de 
conjugados 
Los cultivos de estroma se levantaron con PBS-EDTA 
atemperado a 37ºC. Las suspensiones celulares se teñían con el 
colorante fluorescente Oregon Green® (Molecular Probes, Invitrogen) 
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La fluorescencia 
emitida se recogía en el canal FL-1H del FACSCALIBUR. A su vez, los 
linfocitos LLC eran teñidos con el colorante SNARF-1® (Molecular 
Probes, Invitrogen) de forma que identificábamos su fluorescencia en los 
canales FL-2H y FL-4H del citómetro de flujo. 
Una vez teñidos, ambos tipos celulares se mezclaban para co-
cultivarlos en una proporción de 200x103 linfocitos y 20 x103 BMMSC por 
pocillo en un volumen de medio de 30 µL de medio durante 12 horas. 
Transcurrido ese tiempo añadíamos 30 µL de medio de forma que los 
agregados se recuperaban suavemente para no deshacer los complejos 
lifocito-estroma y poder analizarlos por citometría de flujo. Acotábamos 
nuestra población de interés en un dot-plot en el que representábamos 
el tamaño frente a la complejidad y analizábamos en ella los canales de 
fluorescencia correspondientes. El porcentaje de conjugados se 
determinaba como el porcentaje de células doble positivas en FL-1H y 
FL-4H. 
En los casos correspondientes, antes de juntar los dos tipos 
celulares para que se formasen los conjugados, se incubaron de forma 
separada, con las proteínas recombinantes EphB4-Fc y ephrinB2-Fc (1 
µg/mL). Tras la incubación, lavamos las células para descartar el exceso 
de proteína.  
En ocasiones, se procedió a la formación de estos conjugados 
linfocito-estroma para su análisis por microscopía confocal. En estos 
casos, ni las células de estroma ni los linfocitos se tiñeron con colorantes 
fluorescentes previamente al co-cultivo para poder llevar a cabo la 
inmunodetección de las moléculas de interés con anticuerpos 
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conjugados a fluorocromos. Tras el co-cultivo durante 12 horas, se 
recuperaban los conjugados de la forma previamente descrita y tras 
fijarlos con CellFix, las incubaciones se realizaron en suspensión 
empleando tubos  de 1,5 mL Eppendorf. Finalmente, se resuspendían 
los complejos en un volumen pequeño de medio de montaje para 
fluorescencia (Pro Long® Gold, Life technologies) y se montaban sobre 
el portaobjetos con cubreobjetos de vidrio de 0,14 mm de espesor 
(Menzel-Gläser). 
4.3.8.- Cultivos de HUVEC 
Las células endoteliales humanas de cordón umbilical (HUVEC, 
PromoCell), se cultivaron en medio de cultivo comercial (Endothelial Cell 
Growth Medium, PromoCell), renovándolo cada 3 días hasta su 
utilización en los experimentos, siguiendo las instrucciones del 
proveedor. Para el desdoblamiento de los cultivos en su expansión y 
utilización en experimentos funcionales, se realizaba un lavado con 
PBS-EDTA, seguido de la incubación con Tripsina diluida en PBS-EDTA 
(1:4) durante aproximadamente 1 minuto, previa observación en el 
microscopio. La tripsina se neutralizaba con un volumen equivalente de 
RPMI-completo. Todas las soluciones se atemperaron previamente a 
37ºC. El número máximo de pases realizados en estas células para su 
utilización fue de 8.  
Para los co-cultivos con células LLC, las HUVEC eran sembradas 
en placas de 96 pocillos hasta alcanzar la confluencia. En las 
situaciones indicadas se incubaron con TNF-α (10 ng/mL) durante toda 
la noche, siendo retirado el estímulo al menos 2 horas antes del inicio 
del co-cultivo y reemplazado por RPMI-experimental. En los casos 
necesarios, las monocapas de HUVEC se fijaron con una solución 
comercial de paraformaldehído al 4% (Cellfix, BD) durante 15 minutos en 
condiciones estándar en el incubador. Transcurrido ese tiempo, se 
retiraba el fijador, lavando abundantemente con PBS 1x y añadiendo 
finalmente RPMI-experimental.  
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5.- SILENCIAMIENTO EphB4/EphrinB2 CON siRNA 
 5.1.- Transfección BMSCL con siRNA para EphB4 
En las líneas de estroma Hs5 y Hs27a, empleamos el reactivo de 
transfección HiPerfect (Qiagen) siguiendo el protocolo recomendado por el 
fabricante. Para silenciar EphB4, utilizamos una mezcla específica de dúplex 
pre-diseñados (MISSION® esiRNA, Sigma Aldrich) a una concentración 100 nM 
en el volumen final de cultivo. Como control negativo se emplearon siRNA 
aleatorios (100nM, Qiagen) mientras que como control positivo de la 
transfección empleamos siRNA modificados con Alexa-Fluor® 488 (Qiagen). 
Las células se sembraban en la placa el mismo día de la transfección en RPMI-
completo aproximadamente a un 60% de confluencia. Se cultivaban durante 1 
hora y se añadían los complejos siRNA más HiPerfect, pre-incubados a 
temperatura ambiente de 5 a 10 minutos, en medio de cultivo sin suero ni 
antibióticos. A 12 horas de la transfección se re-emplazaba el medio de 
transfección por medio fresco para minimizar la toxicidad. Transcurridas 24 
horas, desde la adición de los complejos siRNA-HiPerfect, se añadía el 
tratamiento con Mitomicina C para detener la división celular. Dejábamos 
reposar el cultivo antes de levantar las líneas y comprobar la caída de la 
expresión de EphB4 a nivel de proteína por citometría de flujo durante varios 
días. 
 5.2.- Nucleofección células LLC con siRNA para EphrinB2 
 Para poder silenciar EphrinB2 en los linfocitos leucémicos empleamos la 
tecnología Amaxa Nucleofection (Lonza). Se utilizaron los MISSION® esiRNA 
de Sigma Aldrich a una concentración de 600 nM en el volumen de reacción. 
Un máximo de 107 células LLC se nucleofectaron en cada reacción siguiendo el 
protocolo recomendado por el fabricante. El programa utilizado fue el E0-117 
para células B humanas. Los linfocitos transfectados se cultivaron en RPMI-
completo y se comprobó el silenciamiento de EphrinB2 hasta 7 días después 
de la transfección. Los siRNA utilizados como control positivo y negativo fueron 
los mismos que para la transfección de las BMSCL. 
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6.- ANÁLISIS INMUNOFENOTÍPICO MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 
Las tinciones con anticuerpos se realizaron en tampón PBS-FACS, 
utilizando en cada marcaje de 2 ó 3 x 105 células LLC en 50 µL de PBS-FACS. 
Los lavados se realizaron añadiendo un exceso de la solución tampón y 
centrifugando las muestras durante 5 minutos a 1.100 rpm en una centrífuga 
(MULTIFUGE 3 s-r, Heraeus). 
En las tinciones se emplearon cantidades saturantes de anticuerpo, 
recomendadas por los fabricantes o previamente evaluadas en nuestro 
laboratorio. Se utilizaron anticuerpos conjugados a fluorocromos para el caso 
de las tinciones directas, o bien anticuerpos primarios purificados, no 
conjugados o modificados con biotina en las tinciones indirectas. En estos 
últimos casos, tras la incubación con el anticuerpo primario correspondiente, la 
detección se llevaba a cabo incubando con anticuerpos secundarios especie-
específicos ya conjugados a fluorocromos o SAV unida a fluorocromo. En los 
supuestos en los que la tinción incluía tanto marcaje directo como indirecto en 
la misma muestra, siempre se realizaba en primer lugar el indirecto. Así mismo, 
para la detección de proteínas intracelulares, en los casos en que el anticuerpo 
reconocía un dominio intracelular de una proteína de membrana, se requería 
un paso previo de permeabilización. En primer lugar, se realizaban las 
tinciones en la superficie celular de la forma ya descrita y, a continuación, las 
muestras se fijaban añadiendo la solución comercial que contenía 
paraformaldehído al 4% (Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences) a la vez que se 
mezclaban en el vortex, manteniéndola durante 10 minutos a 4ºC. 
Seguidamente, las células se lavaban con un tampón comercial conteniendo 
saponina como agente permeabilizante (PermWash, BD Biosciences) que a su 
vez se mantenía durante todo el tiempo de incubación con los anticuerpos 
contra las proteínas intracelulares. Finalmente, las células eran resuspendidas 
en tampón PBS-FACS para su análisis en el citómetro. 
Los anticuerpos empleados para la caracterización inmunofenotípica de 
las células LLC y de los estromas primarios se encuentran recogidos en el 
ANEXO 1. 
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La adquisición de muestras se realizó en un citómetro de flujo 
FACSCALIBUR (Fluorescence-Activated Cell Sorting; BD Immunocytometry 
systems), equipado con dos láseres de 488 nm y 630 nm y cuatro detectores 
de fluorescencia, o un FACSSCAN  (BD Immunocytometry systems) equipado 
con un láser de 488 nm y 3 detectores de fluorescencia, ambos del Centro de 
Citometría y Microscopía de Fluorescencia de la UCM. La adquisición de 
muestras y el análisis de datos mediante citometría de flujo se realizó con los 
programas CellQuest o CellQuest-Pro (BD Immunocytometry systems) y FCS 
Express V4. 
7.- MICROSCOPÍA CONFOCAL 
 7.1.- Adquisición y análisis de imágenese 
Las imágenes de fluorescencia fueron adquiridas en un microscopio 
confocal espectral (TCS-SP2 AOBS, Leica) acoplado a un microscopio 
monitorizado invertido (IRE-2, Leica). La adquisición del escaneo secuencia fue 
llevada a cabo por line-averaging (x8) y acumulada por frame (x2) a una 
resolución de 1024 x 1024 píxeles, en una habitación a 22ºC en oscuridad. Los 
programas informáticos utilizados para tratamiento y análisis de imágenes 
fueron: Leica Confocal Software LCS (Leica Microsystem Corp.) e Image-J.  
7.2.- Inmunofluorescencia en biopsias de médula ósea 
Los fragmentos de cilindros de médula ósea almacenados en N2 líquido 
se procesaron en el criostato (Leica 1850) a -24ºC, obteniéndose secciones 
longitudinales de 10 µm de grosor. Las secciones se dejaban secar al aire toda 
la noche antes de congelarlas, sin fijación previa, a -80ºC. Para la realización 
de las inmunofluorescencias, se descongelaban y se dejaban secar antes de 
fijarlas con acetona (Panreac) durantes 10 minutos a temperatura ambiente. Se 
dejaba secar la acetona durante un mínimo de 2 horas y a continuación se pre-
hidrataban las secciones en PBS-BSA. Las incubaciones con anticuerpos se 
realizaban en cámara húmeda añadiendo a cada sección 50 µL de solución 
PBS-BSA con 0,2 µg del anticuerpo correspondiente. Entre cada incubación  se 
realizaban 3 lavados de 5 minutos cada uno en PBS-BSA. Al terminar las 
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incubaciones con anticuerpos se fijaban la preparaciones con la solución 
comercial Cytofix (BD Biosciences). Finalmente se realizaba una contra-tinción 
de los núcleos con Hoechst 33342 (Life Technologies) y se montaban en medio 
Pro Long® Gold con cubreobjetos de vidrio de 0,14 mm de espesor. 
Las secciones de tejido se incuban primero con anticuerpos primarios 
αEphB4 (hecho en conejo; Santa Cruz Biotechnology), αEphrinB2-biotinado 
(R&D Systems), Ki-67 (hecho en ratón; BD Biosciences), STRO-1 (hecho en 
ratón; BD Biosciences), que se revelaban con el correspondiente anticuerpo 
secundario especie-específico o SAV unidos a fluorocromos. 
8.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 Todos los experimentos se realizaron en triplicados para cada una de las 
muestras analizadas. Las pruebas estadísticas realizadas se describen en 
cada uno de los apartados. La significancia estadística de los experimentos se 
valoró mediante el estadístico T-Student, para muestras pareadas o no 
pareadas, con una o dos colas de distribución de forma correspondiente. Se 
realizaron análisis de regresión simple para determinar la correlación entre 
variables continuas. Para comprobar la significancia estadística de variables en 
los que no se puede asumir una distribución normal, utilizamos la prueba no 
paramétrica de Kruskal-Wallis. Tanto para el análisis de los resultados como 
para la representación gráfica de los mismos se utilizaron los programas 
informáticos StatGraphics Centurion XVI o Microsoft Office Excel. Las 
diferencias estadísticamente significativas se representan en base a los 
siguientes valores: *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,005. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
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1.- ANÁLISIS COMPARATIVO DE LA EXPRESIÓN DE Eph/Ephrin EN 
MUESTRAS DE SANGRE PERIFÉRICA Y MÉDULA ÓSEA DE PACIENTES 
DE LLC Y SU POSIBLE CORRELACIÓN CON LA LOCALIZACIÓN 
TISULAR, FACTORES PRONÓSTICO Y LA EVOLUCIÓN DE LA 
ENFERMEDAD 
 
 1.1.- Análisis mediante qPCR de la expresión de Eph/ephrin en 
células LLC obtenidas de sangre periférica y médula ósea de los 
pacientes 
 
Los resultados previos de nuestro grupo habían mostrado la presencia 
de distintos miembros de la familia de tirosin-quinasas Eph/ephrin en la sangre 
periférica de pacientes LLC, destacando la elevada expresión de ephrinA4 en 
todos los pacientes y su papel en la migración transendotelial (Alonso-
Colmenar y cols., 2009, Trinidad y cols., 2009) Así mismo, dichos estudios 
habían mostrado la expresión diferencial de estas moléculas en distintos tejidos 
linfoides comparando muestras de adenopatías y sangre periférica. Por otro 
lado, diversos autores han puesto de manifiesto el papel de Eph/ephrin en el 
desarrollo de la médula ósea en condiciones tanto sanas como patológicas. 
Por todo ello, al comienzo de nuestro estudio nos propusimos analizar la 
expresión de esta familia de moléculas de forma comparativa en muestras de 
células LLC procedentes de sangre periférica y aspirados de médula ósea del 
mismo paciente.  
 
En una primera aproximación decimos analizar la expresión de la familia 
Eph/ephrin mediante qRT-PCR en muestras pareadas de 84 pacientes. Para 
ello, ARNm total fue aislado de la población de células leucémicas enriquecida 
al menos en un 98%, mediante selección positiva de la población CD19+ CD5+ 
en AUTOMACS. Los tránscritos resultantes se analizaron en tarjetas 
microfluídicas TLDA (Applied Biosystems) diseñadas con cebadores 
específicos para identificar todas las isoformas descritas de cada una de las 
moléculas de interés (Anexo). La cuantificación relativa de cada molécula se 
llevó a cabo mediante el método de 2-DDCt utilizando como muestras 
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calibradoras mRNA obtenidos de células B aisladas de donantes sanos. 
Nuestro primer objetivo consistió en valorar las diferencias de expresión de las 
distintas moléculas debidas a su diferente localización tisular. Dado que la 
expresión de ZAP70, de acuerdo con trabajos anteriores, no se veía modificada 
entre ambos compartimentos celulares, la incluimos en nuestros análisis de 
forma que las variaciones en la expresión de cada una de nuestras moléculas 
de interés se compararon con la de este gen. En la figura 3 se muestra 
mediante diagramas de cajas y bigotes  la cuantificación total de los 
mensajeros para cada molécula en todos los pacientes.  
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Figura 3. Análisis de la expresión de Eph/EFN por qRT-PCR en células 
LLC de SP y MO. Los diagramas de cajas y bigotes muestran la expresión a 
nivel de ARNm de la familia Eph/EFN y ZAP70 en ambos compartimentos 
celulares (SP gráfico superior y MO gráfico inferior) de todos los paciente 
incluidos en nuestro estudio. 
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Un primer análisis de los resultados nos mostró la variabilidad en la 
expresión de todas las moléculas tanto en las células de sangre periférica 
como en las de médula ósea, destacando la elevada expresión de los ligandos 
ephrinA4 y ephrinB1 así como de los receptores EphA4, EphB4 y EphB6. Sin 
embargo, al analizar las diferencias de expresión entre los dos compartimentos 
celulares, observamos que ephrinB2 no solo era la molécula con una expresión 
más elevada en médula ósea, si no que estaba claramente sobre-expresada en 
este tejido en comparación con los niveles detectados en sangre periférica 
(Figura 4-i). Más aún,  los elevados valores de DDCt encontrados en médula 
ósea correlacionaban de forma positiva con los encontrados en sangre 
periférica (Figura 4-ii). Estos datos sugerían un posible papel de ephrinB2 en el 
desarrollo de la enfermedad dentro del nicho tumoral en médula ósea.  
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Figura 4. Cuantificación relativa de la expresión de Eph/EFN en LLC-MO 
respecto a su expresión en las LLC-SP. (i) Gráfico de cajas y  bigotes 
representando los valores de DDCt  de MO relativizados frente a los de SP. (ii) 
Análisis de correlación de las expresiones de EFNB2 en sangre periférica y médula 
ósea. 
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1.2.- Confirmación de los resultados obtenidos por qPCR, a nivel de 
proteína mediante análisis por citometría de flujo 
 
A tenor de los resultados anteriores quisimos comprobar si los niveles de 
expresión observados al cuantificar los mensajeros se mantenían a nivel de 
proteína. Los anticuerpos comerciales disponibles para la detección de 
Eph/ephrin en la superficie celular siguen siendo escasos, sin embargo, la 
expresión de la mayoría de las moléculas incluidas en nuestro análisis de 
qPCR fue valorada por citometría de flujo en un elevado número de nuestra 
cohorte de pacientes. Se utilizaron anticuerpos policlonales obtenidos en cabra 
unidos a biotina para detectar la expresión de los ligandos ephrinB1, ephrinB2 
y ephrinA4 revelando posteriormente con SAV-AlexaFluor488®, mientras que 
para la detección de los receptores las células se incubaron primero con 
anticuerpos policlonales hechos en cabra o conejo y a continuación con los 
anti-sueros correspondientes conjugados a  AlexaFluor488®. La expresión de 
EphB4 se confirmó mediante un anticuerpo monoclonal hecho en rata 
conjugado a PE, mientras que para poder valorar la expresión de EphA4 
empleamos un policlonal conjugado a PE que detectaba un epítopo dentro del 
dominio intracitoplásmico de la proteína. El análisis de la intensidad media de 
fluorescencia (IMF) para las distintas moléculas confirmó los resultados 
obtenidos mediante qPCR, observándose una correlación positiva entre la 
cuantificación a nivel de mensajero y a nivel proteico de todas las moléculas de 
las que habíamos detectado una presencia significativa en médula ósea 
(Figura 5). 
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De forma relevante, el análisis de los resultados obtenidos mediante 
citometría de flujo no solo confirmó la sobre-expresión de ephrinB2 en las 
células LLC de médula ósea, sino que mostró la existencia de un perfil bimodal 
para esta molécula en las células de este compartimento, ausente en aquellas 
extraídas en sangre periférica. Identificamos una baja proporción de células 
con una expresión muy elevada, pero constante entre las muestras, de 
ephrinB2 que denominamos ephrinB2high para distinguirla de la población 
mayoritaria con una expresión intermedia (ephrinB2int) (Figura 6). Este 
resultado nos llevó a preguntarnos si esta sub-población pudiese estar 
relacionada con los elevados valores detectados por qPCR para esta molécula 
en médula ósea pero no en sangre periférica. Por ello, analizamos la posible 
correlación de los valores DDCt con el porcentaje de células ephrinB2high, así 
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Figura 5. Los valores de expresión a nivel de mRNA de las moléculas con 
un nivel más elevado en MO se correlacionan positivamente con la 
expresión de las mismas a nivel de proteína.  Análisis de correlación de la 
expresión de EphA4, EphB4, EphB6, ephrinB1, ephrinB2 y ephrinA4 validadas 
por qPCR (eje horizontal) y citometría de flujo (eje vertical) en pacientes LLC. 
Dentro de cada gráfico se muestra la ecuación de la recta de correlación. 
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como con los valores de intensidad de fluorescencia media de la población 
mayoritaria, confirmando que la elevada expresión de ephrinB2 a nivel de 
mRNA se correlacionaba positivamente con la expresión de esta proteína en la 
población mayoritaria ephrinB2int. 
 
 
 
 
1.3.- Análisis de la expresión de Eph/ephrin en médula ósea en 
relación con las características clínicas de los pacientes 
 
Nuestros resultados habían mostrado una gran variabilidad en la 
expresión de distintos miembros de la familia Eph/ephrin en los pacientes LLC. 
A continuación nos preguntamos si, dada la heterogeneidad de esta 
enfermedad,  dichas variaciones pudiesen estar asociadas con distintos 
parámetros clínicos, características citogenéticas o factores pronóstico.  
 
A pesar de los avances de los últimos años, aún no existen factores que 
permitan discriminar al diagnóstico aquellos pacientes que puedan evolucionar 
drásticamente durante el transcurso de la LLC. Entre los factores considerados 
tradicionalmente, el sistema de estadios de Rai modificado sigue siendo el más 
utilizado. Decidimos analizar la expresión de nuestras moléculas de interés en 
los pacientes catalogados según los estadios de riesgo bajo, intermedio o alto 
respectivamente. Como puede verse en la figura 7, el análisis de los datos de 
expresión aplicando la prueba de Kruskal-Wallis, mostró que los valores de IMF 
de los ligandos ephrinB1 y ephrinB2 se encontraban claramente incrementados 
IMF LLC-MO = 29,7 
IMF LLC-SP = 23,08 
ephrinB2high 
 (6% LLC-MO) 
Figura 6. Análisis por citometría de flujo de la expresión de ephrinB2 en LLC-SP y 
LLC-MO. Perfil representativo de la expresión de ephrinB2 en células de SP (verde) y 
MO (rojo). Indicamos la IMF de la población mayoritaria y el % de LLC-MO con una 
expresión ephrinB2high.  
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en los pacientes en estadio intermedio o alto en comparación con los de riesgo 
bajo, mientras que ephrinA4 se expresaba con mayor intensidad en los 
pacientes con mejor pronóstico. En el caso de los receptores EphB4 y EphB6, 
su IMF era significativamente más alta en los pacientes en estadio avanzado, 
mientras que el análisis estadístico no mostró diferencias en los valores de 
EphB2 y EphA4 entre los tres grupos establecidos. 
 
Dentro de los marcadores biológicos que han mostrado una mayor relevancia 
en la clínica se encuentra el análisis de mutaciones en la región variable del 
gen de las cadenas de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IGVH), 
cuyo resultado suele ir correlacionado con el de la expresión de ZAP70 como 
marcador subrogado, teniendo peor pronóstico aquellos pacientes IGVH-no 
mutadas y/o ZAP70+ frente a los IGVH-mutadas y/o  ZAP70-. Evaluamos si 
existía una distribución de nuestras muestras entre estos dos grupos en 
relación con su expresión de distintos miembros de la familia Eph/ephrin. 
Nuestro resultados indicaron que, de forma significativa, existían una mayor 
expresión de los ligandos ephrinB1 y ephrinB2 en los pacientes con IGVH-no 
mutadas y en los ZAP70+ , así como también encontramos que la elevada 
expresión de EphB4 asociaba con positividad para ZAP70 pero no con el 
estado mutacional de las inmunoglobulinas (Figura 8). Por el contrario, las 
diferencias en relación con la expresión de los receptores EphA4, EphB2 y 
EphB6 o del ligando ephrinA4 no eran estadísticamente significativas (no 
mostrado). 
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Figura 7. Análisis de la expresión de los miembros destacados de la familia 
Eph/ephrin en LLC-MO en relación con el estadio de RAI de cada paciente. 
La IMF de ephrinB1, ephrinB2, ephrinA4, EphB4, EphB6, EphA4 y EphB2? se 
analizó en relación al estadio de RAI modificado de cada paciente. Se analizó la 
significancia estadística de las diferencias entre los grupos de riesgo alto, 
intermedio y bajo, mediante la prueba de Kruskal-Wallis. 
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Figura 8. Análisis de la expresión de ephrinB1, ephrinB2 y EphB4 frente a la 
expresión de ZAP70 y el estado mutacional IGVH. Comparativa de la IMF de 
Eph/ephrinB analizada por citometría de flujo en relación con los parámetros de 
pronóstico ZAP70 (negativo o positivo) e IGVH (mutado, no mutado). La significancia 
estadística de los resultados se validó mediante la prueba de Kruskal-Wallis. 
 
Teniendo en cuenta la expresión diferencial de algunas moléculas en 
función de su localización tisular en sangre periférica o médula ósea, 
especulamos con la idea de que pudiesen jugar un papel específico dentro del 
microambiente medular. Por ello analizamos la expresión de receptores en 
ligandos en relación al patrón de infiltración que presentaba cada uno de los 
pacientes, distinguiéndose entre nodular, intersticial, mixto o difuso. Los 
resultados representados en la figura 9 mostraron que los ligandos de la 
subfamilia B ephrinB1 y ephrinB2 estaban incrementados cuando el patrón de 
infiltración era de tipo intersticial o nodular. En el caso de ephrinA4 no se 
encontró ningún patrón diferencial a pesar de su elevada expresión en las 
células LLC. En cuanto a los receptores, únicamente EphA4 se encontraba 
significativamente aumentada en pacientes con infiltración nodular, aunque 
tanto EphB2 como EphB4 seguían la misma tendencia encontrándose elevada 
su expresión en casos de infiltración intersticial. 
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 En contraposición con estos resultados, al analizar la expresión de 
estas moléculas frente a características clínicas como la presencia o ausencia 
de adenopatías, o la ocurrencia de esplenomegalia o hepatomegalia, no se 
encontraron diferencias significativas (no mostrado) lo que parecía confirmar la 
implicación concreta de Eph/ephrinB en el desarrollo de la enfermedad dentro 
del nicho tumoral de médula ósea. 
 
Los resultados de los análisis mediante qPCR y citometría de flujo 
sugerían que ephrinB2 podía ser una molécula clave en el transcurso de la 
enfermedad, especialmente en médula ósea. En vista de la expresión 
diferencial de esta molécula en la superficie de las células LLC, decidimos 
analizar las posibles correlaciones con la clínica del porcentaje de la 
subpoblación ephrinB2high en los pacientes. De forma significativa, observamos 
que su relación con los parámetros clínicos era similar a la de los niveles de 
expresión de ephrinB2 en la población LLC mayoritaria. La proporción de esta 
sub-población era mayor en los pacientes que presentaban positividad para 
ZAP70 y en aquellos con las cadenas IGVH no mutadas (Figura 10-i). Más aun, 
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Figura 9. Comparativa de la expresión de los ligandos y receptores más 
relevantes de la familia Eph/ephrin en MO, en los distintos patrones de 
infiltración medular descritos en los pacientes de LLC. Gráficos de cajas y 
bigotes representando las diferencias en la IMF de ephrinB1, ephrinB2, ephrinA4, 
EphA4, EphB2 y EphB4 entre los pacientes con infiltración nodular, intersticial, 
muxto o difuso. La significancia estadística de las diferencias entre las medias o las 
medianas se determinó mediante el test de Kruskal-Wallis. 
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disminuía significativamente en los pacientes en los que el grado de infiltración 
llegaba a ser difuso y correlacionaba de forma inversa con el grado de 
infiltración medular, (Figura 10-ii). Por el contrario, no encontramos asociación 
entre el número de estas células y las  alteraciones citogenéticas analizadas 
(del17p, del11q, del13q y trisomía del 12).  
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Figura 10. Análisis de la relación de la proporción de células 
ephrinB2high con características clínicas de la LLC. (i) Gráficos de 
cajas y bigotes representando el porcentaje de células con una expresión 
elevada de ephrinB2, determinado por citometría de flujo, frente al estado 
mutacional IGVH y la positividad de ZAP70. (ii) Diagrama de cajas y 
bigotes representando la relación entre la sub-población de ephrinB2high y 
el patrón de infiltración medular. Gráfico de correlación entre el porcentaje 
de células ephrinB2high y el grado de infiltración de LLC en médula ósea.  
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2.- CARACTERIZACIÓN DE LOS TIPOS CELULARES QUE SUSTENTAN 
VIABILIDAD DE LAS LLC IN VITRO, POR SU POSIBLE PAPEL IN VIVO, DE 
SU EXPRESIÓN DE Eph/ephrin EN RELACIÓN CON EL DE LAS LLC Y SI 
LOS MISMOS INTERVIENEN TAMBIÉN EN LA RESISTENCIA A 
FÁRMACOS 
 
 Diversas poblaciones celulares conforman el microambiente de médula 
ósea que alberga a las células LLC. Comúnmente, estas poblaciones celulares 
se han denominado estroma (BMSC, del inglés Bone Marrow Stromal Cells) y 
numerosos estudios las identifican como responsables de la supervivencia de 
las células LLC por su papel en la protección frente a la apoptosis tanto 
espontánea como inducida por fármacos citostáticos y por tanto manteniendo 
la enfermedad residual a partir de la que se desencadenan las recidivas de la 
enfermedad tras los distintos tratamientos (Burger, 2011). Nos propusimos 
determinar qué tipos celulares son responsables mayoritariamente del 
sostenimiento de la viabilidad de las células LLC tanto in vitro como in vivo. 
 
2.1.- Análisis del papel de los endotelios en la supervivencia de las 
LLC 
 El papel de los endotelios en la supervivencia de las células LLC 
mediante la secreción de factores solubles y a través de contactos 
intercelulares, ha sido discutido por distintos autores (Buggins y cols., 2010, 
Maffei y cols., 2011). Decidimos analizar el papel del endotelio en el 
mantenimiento de la viabilidad de las LLC in vitro, en co-cultivos sobre 
monocapas de células HUVEC en condiciones basales o estimuladas con TNF-
α. El análisis de la supervivencia por citometría de flujo mediante doble tinción 
con Anexina-V y 7AAD, se realizó a partir de 12 horas de co-cultivo y hasta 5 
días después. En concordancia con los datos de la bibliografía, observamos 
como los efectos pro-supervivencia de las HUVEC en condiciones basales, y 
en menor medida de las estimuladas con TNF-α no se ponían de manifiesto 
hasta 48h después del inicio del co-cultivo (Figura 11-i). Más aún, las células 
endoteliales en condiciones inflamatorias inducían un descenso de la 
viabilidad, respecto a los porcentajes observados en el cultivo de células LLC 
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solas en suspensión, durante las primeras 12 horas. Para discriminar los 
efectos de los factores soluble en la supervivencia frente a los de los contactos 
directos entre ambos tipos celulares, las HUVEC fueron fijadas con 
paraformaldehído de manera que en esta condición los resultados observados 
se deberían exclusivamente a los contactos intercelulares. La fijación 
contrarrestaba de forma clara los efectos pro-supervivencia de las HUVEC en 
condiciones basales y además prolongaba la inducción de muerte de las 
endoteliales tratadas con TNF-α durante los 5 días de cultivo (Figura 11-i). 
  
 En vista de que estos resultados apuntaban un papel preferente de los 
factores solubles secretados por los endotelios en la supervivencia de las 
células LLC in vitro, decidimos realizar un ensayo en el que recuperábamos los 
medios condicionados tras el co-cultivo durante 5 días de linfocitos LLC y 
HUVEC en condiciones basales. Estos medios se añadieron a nuevos cultivos 
de células leucémicas solas o co-cultivadas con HUVEC en condiciones 
basales o inflamatorias, en los que se analizó la supervivencia transcurridas 12 
horas (Figura 11-ii). De manera significativa, el medio condicionado 
incrementaba la supervivencia de las células LLC en todas las situaciones, en 
relación con la viabilidad detectada en los cultivos con medio control. Estos 
resultados confirmaban que la supervivencia inducida por las HUVEC era 
dependiente de la acumulación, a lo largo del tiempo, en el medio de factores 
solubles pro-supervivencia.  
 
 Con la intención de clarificar hasta que punto la disminución de la 
viabilidad de las células LLC observada en los co-cultivos con endoteliales 
estimuladas con TNF-α podía afectar la supervivencia de las LLC a largo plazo, 
las células leucémicas se retiraron del co-cultivo con HUVEC en condiciones 
inflamatorias, a distintos intervalos de tiempo, manteniéndose en cultivo en 
medio completo hasta 12 horas más tarde, momento en el que se analizó el 
porcentaje de células doble negativas para Anexina-V y 7AAD. En la figura 11-
iii puede verse como la viabilidad disminuía en las células LLC 
proporcionalmente al tiempo que habían pasado en cultivo junto con las 
HUVEC tratadas con TNF-α. Además, 2 horas en co-cultivo en estas 
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condiciones eran suficientes para desencadenar en ellas mecanismos de 
apoptosis que se revertían una vez que se mantenían en cultivo solas.  
 
 En definitiva, podemos deducir las células endoteliales promueven la 
supervivencia de las células LLC mediante la secreción de factores solubles, 
promovida por el contacto prolongado entre ambos tipos celulares en la 
infiltración de la médula ósea. Sin embargo, en procesos en los que el contacto 
es breve, insuficiente para desencadenar la producción de estos factores, la 
disminución en la viabilidad observada es consecuencia de la inducción de 
señales pro-apoptóticas, por parte de las HUVEC activadas, en las células LLC. 
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Figura 11. Las células HUVEC sostienen la viabilidad de las células LLC 
mediante la producción de factores solubles pro-supervivencia. (i) las células 
LLC se sembraron sobre monocapas de células HUVEC, vivas o fijadas con 
paraformaldehído, en condiciones basales o estimuladas con TNF-α (10 ng/mL). La 
viabilidad de las LLC se comprobó por citometría de flujo mediante tinción con 
Anexina-V y 7AAD, comparándose con la supervivencia de las células LLC 
cultivadas solas en suspensión. (ii) Células LLC cultivadas solas o en co-cultivo con 
HUVEC en condiciones basales o inflamatorias, con medio condicionado por el co-
cultivo de 5 días de LLC y HUVEC en condiciones estándar, estimuladas o no con 
TNF-α, o con medio control. Las células LLC se retiraron del co-cultivo con HUVEC 
estimuladas o no con TNF-α, a disitintos tiempos, permaneciendo en cultivo en 
medio solas hasta transcurridas 12 horas, para el análisis de su viabilidad. 
Representamos la media y desviación estándar de 3 experimentos independientes. 
La significancia estadística se determinó mediante la prueba T-student para 
muestras pareadas *p<0,05; **p< 0,01; ***p<0,001. 
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2.2.- En LLC, las células mesenquimales son el tipo celular 
mayoritario que conforma el microambiente de médula ósea 
 
En vista de los resultados obtenidos con las células endoteliales, 
decimos analizar qué otros tipos celulares presentes en el microambiente en la 
LLC podrían sostener la supervivencia de las LLC, fundamentalmente mediante 
contactos directos. Para ello, establecimos cultivos a partir de las células 
mononucleadas obtenidas de aspirados de médula ósea o de las suspensiones 
resultantes de la digestión  con liberasa de fragmentos de biopsias de médula 
ósea de pacientes LLC en los casos en los que fue posible obtener este último 
material. En la figura 12 se muestran las imágenes de campo claro que ilustran 
las distintas poblaciones celulares obtenidas después de 2-3 semanas de 
cultivo. Tras retirar las células no adherentes, mayoritariamente observamos 
numerosas células de gran tamaño semejantes a fibroblastos a las que se 
encontraban adheridas agrupaciones de células redondeadas de pequeño 
tamaño, que incluso podían observarse debajo de las células de gran tamaño 
como resultado de fenómenos de emperopolesis. El análisis por citometría de 
flujo de las distintas poblaciones mostró que las células grandes eran 
mayoritariamente CD45 negativas  y células pequeñas CD45 positivas 
correspondientes con linfocitos LLC. 
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Figura 12. Cultivos de las suspensiones celulares obtenidas de aspirados de 
médula ósea. (i) Imagen de campo claro (magnificación 40x) de los cultivos de las 
células obtenidas en los aspirados de médula ósea, tras retirar las células no 
adherentes. Observamos células de pequeño tamaño adheridas a células tipo 
fibroblasto (puntas de flechas) o debajo de éstas (flechas). (ii) Análisis por citometría 
de flujo de las poblaciones del cultivo incubadas con anticuerpos anti-CD45 
conjugados directamente a fluorocromos y seleccionadas por FSC. 
 
 
Para poder determinar el fenotipo de las células de gran tamaño 
obtenidas en nuestros cultivos, en primer lugar retiramos las células no 
adheridas para enriquecer la fracción adherente que se mantuvo en cultivo 
durante varios días. Tras recuperar nuestras células de interés, las incubamos 
con anticuerpos monoclonales contra las moléculas que caracterizan los tipos 
celulares que esperábamos encontrar en los cultivos de médula para su 
análisis en el citómetro habiendo acotado la población de interés en base a su 
tamaño/complejidad. En la figura 13 se muestran los dot plots representativos 
con los distintos marcadores enfrentados a la expresión de CD45. Nuestros 
resultados confirmaron que, a diferencia de otros trastornos linfoproliferativos 
en los que la población mayoritaria está compuesta por las llamadas Nurse 
Like Cells (NLCs) CD68+ de origen mieloide (Ruan y cols., 2006), o por células 
foliculares dendríticas (FDCs) en el estroma derivado de muestras de pacientes 
de LLC, la población mayoritaria se corresponde con células negativas para 
CD45 pero CD90, CD73, CD105, Nestina, CD146 y STRO-1 positivas, lo que 
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concuerda con las características que definen al fenotipo mesenquimal 
(Kurtova y cols., 2009). 
 
 
 
 
2.3.- Las células mesenquimales del estroma de médula ósea 
(BMMSC) de pacientes de LLC sobre-expresan VCAM-1, CXCL12, BAFF y 
APRIL frente a las derivadas de donantes sanos 
 
Distintos estudios han comparado las características fenotípicas, así 
como su capacidad protectora, del estroma LLC frente al de donantes sanos 
(Trimarco y cols., 2015). Aunque algunos autores sí han descrito diferencias en 
relación a la capacidad de sostener la viabilidad de las células LLC 
protegiéndolas de la apoptosis espontánea o inducida por fármacos, éstas no 
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Figura 13. Caracterización del fenotipo de las BMMSC obtenidas a partir de 
los cultivos de células LLC de aspirados o biopsias de médula ósea. Las 
células se recuperaron de los cultivos después de 2-3 semanas en medio completo 
en condiciones estándar, mediante sucesivos lavados con PBS-EDTA. A 
continuación se incubaron con anticuerpos monoclonales contra CD45, CD73, 
CD90, CD105, CD146, STRO-1 y Nestin conjugados directamente a fluorocromos 
para su análisis en el citómetro de flujo. Mostramos dot plots representativos de los 
resultados indicando los porcentajes de cada población. 	
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están claras y no hay evidencias de que se deban a características intrínsecas 
a las propias células mesenquimales sanas. 
 
  Una vez que habíamos confirmado que la población mesenquimal era el 
componente mayoritario del estroma de médula ósea en pacientes de LLC 
(BMMSC-LLC) decidimos comparar sus características con las de las células 
mesenquimales obtenidas a partir de muestras de donantes sanos (BMMSC-
sanas). La expansión de estas población se llevó a cabo previa depleción de 
las células CD45 positivas del cultivo original.  
 
En la figura 14-i se muestran los histogramas superpuestos del estroma 
LLC y sano, mostrando la IMF de cada marcador tras el análisis en el citómetro 
de flujo. Las BMMSC-LLC y las BMMSC-sanas expresaban con la misma 
intensidad los marcadores característicos de esta población (CD90, CD73, 
STRO-1, Nestin, CD105 y CD146), así como moléculas implicadas en la 
adhesión como ICAM-1 y CD44. De forma interesante, observamos que la 
expresión de VCAM-1 y CD166 (ALCAM) en membrana, así como la expresión 
citoplásmica de CXCL12, BAFF y APRIL estaba incrementada en las BMMSC 
de LLC. Además confirmamos la expresión en membrana de BAFF pero no de 
APRIL en BMMSC, también aumentada en las muestras de LLC.   
 
Por otro lado, evaluamos la supervivencia de las células LLC en co-
cultivos con BMMSC-LLC y BMMSC-sanas mediante tinción con Anexina-V y 
7AAD y posterior análisis en el citómetro de flujo . Como puede observarse en 
la figura 14-ii, la capacidad protectora del estroma LLC era significativamente 
más elevada, especialmente en el caso de las células LLC obtenidas de 
aspirados de médula ósea frente a las obtenidas de sangre periférica. Estas 
diferencias funcionales del estroma  LLC podrían estar justificadas en cierta 
forma por la expresión diferencial de las moléculas pro-supervivencia descrita 
previamente, como ya ha sido sugerido por (Pontikoglou y cols., 2013). 
 
  
Resultados  	
	56 
 
 
 
  
BMMSC-LLC 
BMMSC-sanas 
CD44 CD73 
CD90 
CD105 
NESTIN 
STRO-1 
CD146 
ICAM-1 
VCAM-1 
SDF-1α 
BAFF(ic) 
APRIL(ic) 
mBAFF CD166 
i ii 
0 
10 
20 
30 
40 
50 
LLC solas BMMSC-LLC BMMSC-sanas 
LLC-SP LLC-MO 
%
 S
U
P
E
R
V
IV
E
N
C
IA
 
* 
** 
Figura 14. Las BMMSC-LLC sobre-expresan moléculas pro-supervivencia en relación a 
las BMMSC-sanas, sosteniendo preferentemente la viabilidad de los linfocitos LLC. (i) 
Las células CD45- aisladas del cultivo de aspirados medulares de pacientes LLC (perfil 
negro) o donantes sanos (perfil gris), se incubaron con anticuerpos específicos conjugados a 
fluorocromo para los marcadores que caracterizan el fenotipo mesenquimal y para 
moléculas relacionadas con rutas de supervivencia. Mostramos el análisis de dos muestras 
representativas. El perfil gris relleno se corresponde con la IMF del isotipo control para cada 
tinción. (ii) Análisis de la viabilidad de linfocitos LLC cultivados solos en medio completo o en 
co-cultivo con BMMSC-LLC o BMMSC-sanas, a las 72h mediante tinción con AnexinaV-PE y 
7AAD, seleccionando las células doble negativas en el citómetro de flujo. Los gráficos de 
barras corresponden al promedio y desviación estándar de 3 experimentos realizados de 
forma independiente. La significancia estadística se determinó mediante la prueba T-student 
para muestras pareadas *p<0,05; **p< 0,01. 
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2.4.- Las BMMSC derivadas de pacientes LLC expresan altos 
niveles de EphB4 
 
El papel de los receptores Eph y sus ligandos, ephrins, ha sido 
ampliamente descrito procesos de adhesión/repulsión celular entre distintos 
tipos celulares modificando su posicionamiento durante el desarrollo así como 
su capacidad de supervivencia y/o proliferación. Así mismo estas moléculas se 
han descrito como supresores y promotores de procesos cancerígenos 
(Pasquale, 2010). En concreto, cada vez más trabajos relacionan EphB4 con 
los procesos de hematopoyesis y osteogénesis (Wang y cols., 2014, Nguyen y 
cols., 2015). Nuestros resultados del análisis de la expresión de Eph/ephrin en 
linfocitos LLC daban un papel destacado a ephrinB2 dentro del nicho de 
médula ósea, por lo que parecía lógico tratar de identificar a sus posibles 
receptores entre las poblaciones de estroma del microambiente. 
 
En primer lugar, aislamos el ARN total de las BMMSC purificadas a partir 
de los cultivos de muestras de aspirados de médula ósea de 7 pacientes LLC. 
También incluimos ARN de las líneas celulares de estroma humano Hs5 y 
Hs27a por compartir características similares al estroma LLC de nuestros 
cultivos primarios. Analizamos la expresión de los receptores Eph que 
pudiesen interaccionar con ephrinB2 expresada por las células LLC-MO. Como 
habíamos determinado con las células LLC de pacientes, el análisis por qPCR 
se realizón en tarjetas microfluídicas TLDA (Applied Biosystems) diseñadas con 
cebadores específicos para identificar todas las isoformas descritas de cada 
una de las moléculas de interés (Anexo). Los valores de DDCt se relativizaron 
a los valores de BMMSC-sanas. De forma relevante, mientras que los niveles 
de EphB1, EphB2 y EphB3 eran similares o incluso ligeramente inferiores en 
las muestras de estroma LLC frente a las obtenidas de individuos sanos, la 
cantidad de ARNm de EphB4 y en menor medida de EphB6, se veía 
claramente aumentada en el estroma de los pacientes LLC (Figura 15-i)  
 
Al evaluar las expresiones a nivel de proteína por citometría de flujo 
confirmamos la elevada expresión de EphB4, pero no de EphB6, en los 
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pacientes LLC  (Figura 15-ii) y más aún que la población positiva para EphB4 
presentaba altos niveles de BAFF, APRIL y CXCL12 intracitoplásmicos. Así 
mismo, confirmamos la expresión de EphB4 en ambas líneas de estroma, aún 
siendo mucho más elevada en la Hs27 (Figura 15-iii). 
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Figura 15. Las BMMSC-LLC sobre-expresan EphB4. (i) Análisis de la 
expresión por qPCR de los receptores EphB en BMMSC de 7 pacientes LLC y 
en las líneas de estroma Hs5 y Hs27. La cantidad de mensajero para cada 
molécula se cuantificó en el sistema TLDA. Los valores de DDCt de cada 
muestra se relativizaron a los de BMMSC-sanas. (ii) Suspensiones de BMMSC 
obtenidas a partir de cultivos de aspirados de médula ósea, se incubaron con 
un anticuerpo monoclonal contra EphB4 conjugado directamente a 
fluorocromos. Mostramos la IMF de EphB4 de las muestras de 2 pacientes 
LLC, un donante sano y las líneas Hs5 y Hs27. (iii) Dot-plots representativos 
del análisis de la expresión intracelular de  BAFF, APRIL y CXCL12  en las 
BMMSC EphB4+ de un paciente LLC. 
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2.5.- Las BM-MSC EphB4 positivas están presentes en la médula 
ósea de los pacientes LLC 
 
Una vez que habíamos caracterizado la población mesenquimal 
derivada del cultivo de muestras de pacientes de LLC y su capacidad de 
protección de las LLC frente a la apoptosis, nos propusimos identificar esta 
población in vivo mediante análisis por citometría de flujo. En el caso de las 
suspensiones obtenidas a partir de los aspirados de médula ósea, se nos 
plantearon dificultades técnicas debido a que el porcentaje de células con un 
posible fenotipo mesenquimal era muy escaso por la gran expansión de la 
población tumoral. Por ello, decidimos analizar las suspensiones obtenidas tras 
el procesamiento de fragmentos de biopsias de médula digeridos con liberasa.  
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Figura 16. Confirmación de la presencia de BMMSC in vivo con 
características similares a la población encontrada en nuestros cultivos. 
Los dot-plots de la figura muestran el análisis por citometría de flujo de 
suspensiones de biopsias de médula ósea de pacientes de LLC, obtenidas 
tras el procesamiento enzimático con liberasa, incubadas con anticuerpos 
conjugados a fluorocromo. En la fila superior confirmamos la existencia de 
una población con fenotipo mesenquimal mientras que en la parte inferior de 
la figura se analiza la expresión de moléculas pro-supervivencia, así como de 
EphB4, en las células CD73+. 	
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Como se muestra en la figura 16, en estas muestras pudimos observar 
la ocurrencia de una población claramente diferenciada de células de gran 
tamaño entre las que encontrábamos entre un 20-40% de células positivas 
para CD73, CD90 y STRO-1. Al analizar esta población, comprobamos que co-
expresaban EphB4 y BAFF en su membrana y además producían gran 
cantidad de BAFF, APRIL y CXCL12, evaluada como la intensidad media de 
fluorescencia de su expresión intracitoplásmica. Por lo tanto, confirmamos que 
el fenotipo que observábamos en nuestros cultivos, y de forma relevante la 
existencia de una población mesenquimal claramente EphB4 positiva, está 
presente en la condición in vivo pudiendo ser responsable de la supervivencia 
de las LLC en el nicho tumoral. 
 
2.6.- Existe una expresión diferencial de EphB4 en medula ósea 
relacionada con el patrón de infiltración.   
 
El patrón de infiltración medular ha sido tradicionalmente considerado 
fundamental como valor pronóstico en la LLC, teniendo peor evolución aquellos 
pacientes en los que la infiltración es difusa frente a los que muestran un 
patrón nodular, aunque otras de sus características clínicas los situasen en el 
mismo estadio de la enfermedad (Rozman y cols., 1984). 
 
Corroboramos en primer lugar nuestras observaciones por citometría de 
flujo, analizando también mediante microscopía confocal la presencia de las 
células mesenquimales con expresión de EphB4 en secciones de biopsias de 
médula ósea de distintos pacientes. Como se muestra en la figura 17, 
identificamos células STRO-1 y EphB4 positivas con las que interaccionaban 
células B LLC con amplia expresión del ligando ephrinB2. 
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 Al analizar la expresión de EphB4 en biopsias d pacientes con diferente 
grado de infiltración medular observamos que, de forma llamativa, la ocurrencia 
de las células EphB4 positivas era mucho mayor en las biopsias en las que el 
patrón de infiltración era nodular/ intersticial, mientras que resultaba mucho 
más difícil encontrarlas en las muestras en las que la extensión de la masa 
tumoral ya se correspondía con un patrón difuso, modificando drásticamente la 
estructura del microambiente de médula ósea (Figura 18). Esto podría indicar 
un papel relevante de las células mesenquimales en el establecimiento del 
nicho tumoral a través de la interacción entre EphB4 y ephrinB2, que deja de 
ser fundamental una vez que la masa tumoral ya se ha extendido. 
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2.7.- Linfocitos Ki67+ se encuentran alejados de las BMMSC-EphB4+. 
 
A continuación nos preguntamos si estas células EphB4 positivas 
pudiesen constituir regiones dentro de la médula ósea que albergasen células 
LLC con alta capacidad proliferativa. Utilizamos el marcador Ki67 para tratar de 
identificar estas células en secciones de biopsias de médula ósea. De forma 
interesante, encontramos que las células Ki67+ no contactaban con las BMMSC 
EphB4+ (Figura 19). Más aún, las células ephrinB2high no expresaban el 
marcador de proliferación. Por tanto, podríamos descartar que la red 
conformada por las células EphB4+ indujese la capacidad de proliferación de 
los linfocitos a través de la interacción con ephrinB2. 
 
Figura 18. La frecuencia de BMMSC EphB4+ es mucho más elevada en 
biopsias con un patrón de infiltración nodular o intersticial. Secciones de 
biopsias de médula ósea de pacientes de LLC con distinto patrón de infiltración 
como se indica en la parte superior de la figura, se incubaron con un anticuerpo 
policlonal conejo-αEphB4 revelado con el correspondiente anti-suero- AF488. Los 
núcleos se contrastaron con Hoechst 33258. Imágenes obtenidas en un 
microscopio confocal Leica SP2.  	
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3.- ANÁLISIS DEL PAPEL DE LAS INTERACCIONES Eph/ephrin EN LA 
SUPERVIVENCIA Y/O RESISTENCIA A FÁRMACOS.  
 
La familia de proteínas Eph/ephrin desempeña sus funciones a través de 
interacciones célula-célula que  pueden dar lugar a una señal bidireccional que 
denominamos forward cuando se da hacia el interior de la célula que porta el 
receptor Eph en su membrana y reverse cuando desencadena cascadas de 
señalización en la célula que expresa el ligando, resultando en un papel 
autónomo o no autónomo de célula. Por tanto eran firmes candidatas para 
participar en la resistencia a la apoptosis mediada por contactos entre las 
células en la LLC dentro del microambiente tumoral, descrita ampliamente 
asumida (Lagneaux y cols., 1999).  
 
 3.1.- Las interacciones homotípicas entre Eph-ephrin B en las 
células LLC modulan su supervivencia. Importancia de la señalización 
reverse a través de ephrinB2. 
 
Los datos de expresión y función de Eph/ephrin en las células del 
sistema inmune y en cáncer, así como su modulación por distintos estímulos, 
incluido el propio cultivo, son contradictorios. Nuestros resultados  previos 
indicaban una expresión diferencial de Eph/ephrin en las células LLC obtenidas 
de sangre periférica y médula ósea. Tanto el ligando ephrinB2 como su 
receptor preferente EphB4 se expresaban en las células LLC, aunque resaltaba 
la sobre-expresión de ephrinB2 en las células LLC extraídas de médula ósea 
frente a las de sangre periférica.  
 
La relevancia de las interacciones entre las propias células LLC no ha 
sido muy estudiada, a pesar de que el grueso de la masa tumoral se acumula 
en el torrente circulatorio fuera de los órganos linfoides como médula ósea o 
adenopatías. Sin embargo, sí existen algunos trabajos que han otorgado un 
papel diferencial a las interacciones homotípicas frente a los contactos con 
otros componentes del microambiente (Hutchinson y cols., 2014). Nos 
propusimos valorar si la familia Eph/ephrin podrían tener un papel relevante en 
estas interacciones, regulando la supervivencia de las células LLC. 
Resultados  	
	68 
En una primera aproximación, las células LLC obtenidas de aspirados de 
médula ósea, se cultivaron solas, en suspensión, añadiendo al medio de cultivo 
las formas solubles de las proteínas recombinantes Eph/ephrin en exceso 
(1µg/mL), con el objeto de bloquear las posibles interacciones intercelulares a 
través de estas moléculas. Por otro lado, las células LLC se cultivaron sobre las 
proteínas Eph/ephrin inmovilizadas sobre la superficie de cultivo (0.5µg/mL), 
con lo que de este modo se señalizaban las células a través del receptor o del 
ligando correspondiente. Valoramos los efectos de los distintos tratamientos, 
analizando la viabilidad de las células LLC tras 72 horas de cultivo, por 
citometría de flujo mediante tinción con Anexina V y 7AAD. 
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Figura 20. La señalización reverse a través de ephrinB2 induce un incremento en 
la viabilidad de las células LLC-MO. (i) Células LLC-MO se cultivaron junto con las 
proteínas recombinantes EphB4 o ephrinB2 en su forma soluble (1µg/mL) o 
inmovilizadas en placa (0,5 µg/mL). (ii) Comparativa de los efectos del tratamiento con 
EphB4 en muestras LLC-MO con distinta expresión de ephrinB2 (intermedia-baja vs 
alta). La viabilidad se analizó por citometría de flujo mediante tinción con Anexina V y 
7AAD tras 72h de cultivo. Los efectos de los distintos tratamientos se relativizaron a la 
viabilidad de las células LLC cultivadas con fragmentos hFc. Se muestra el promedio 
más menos desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes. La 
significación estadística fue valorada mediante la prueba T-student para muestras 
pareadas *p<0,05; **p< 0,01; ***p<0,005. 
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De manera interesante, las formas recombinantes solubles tanto del 
receptor EphB4 como del ligando ephrinB2 disminuían la viabilidad de las 
células LLC de médula ósea al bloquear las interacciones, mientras que 
EphB4-Fc inmovilizada en placa y en menor medida ephrinB2-Fc inducían un 
incremento en la supervivencia. Más aún, la supervivencia de las LLC 
cultivadas sobre EphB4-Fc inmovilizada en placa, se incrementaba de forma 
proporcional a la expresión de ephrinB2 en su membrana (Figura 20). Los 
efectos de las proteínas sobre las células LLC de sangre periférica no eran 
significativos.  
 
Para confirmar el papel de ephrinB2 en estas interacciones, decimos 
silenciar su expresión en las células LLC utilizando moléculas pequeñas de 
ARN de interferencia (siRNA) específicas para esta molécula. Como se 
muestra en la figura 21-i, la caída en la expresión, se confirmó por citometría 
de flujo 48 horas después de la nucleofección. La supervivencia de las células 
LLC de médula ósea silenciadas para ephrinB2 disminuía significativamente 
tras 5 días de cultivo en medio completo, sin añadir ningún estímulo, respecto a 
los controles de células sin tratar o nucleofectadas con siRNA inespecíficos. 
Sin embargo, la supervivencia no se veía modificada en  las células obtenidas 
de sangre periférica (FIGURA 21-ii). 
 
Por otro lado, en los cultivos de aspirados medulares de pacientes LLC, 
observamos la formación de agregados de múltiples células que no se 
encontraron en los cultivos de muestras procedentes de sangre periférica.  El 
análisis por microscopía confocal de estos agregados, mostró la acumulación 
de ephrinB2 en las zonas de contacto entre las células LLC de médula ósea 
(FIGURA 21-iii).  
 
Estos resultados ponían de relieve la importancia de las interacciones 
Eph-ephrin B entre las propias células LLC, denominadas interacciones 
homotípicas, en el mantenimiento de la masa tumoral en el microambiente de 
médula ósea. Más aún, sugerían un papel destacado de la señal reverse a 
través de ephrinB2 en los mecanismos de supervivencia de las LLC.  
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3.2.- La expresión de ephrinB2 en las células LLC de médula ósea 
es dependiente del microambiente y del contacto con las células de 
estroma. 
 
A continuación, decidimos evaluar el papel de Eph-ephrin B en la 
interacción de las células LLC con las células del estroma de médula ósea. 
Como ya hemos comentado, EphB4 se ha descrito como una molécula 
fundamental dentro del nicho hematopoyético. Más aún, algunos autores han 
descrito la capacidad de las células de estroma para modular la expresión de 
ephrinB2 en los células hematopoyéticas murinas mediante contactos 
intercelulares con EphB4 (Okubo y cols., 2006). 
Figura 21. El silenciamiento de ephrinB2 mediante siRNA induce un 
descenso de la viabilidad de las células LLC-MO. (i) Células LLC recién 
extraídas de MO se nucleofectaron con siRNA inespecíficos como control o 
específicos para ephrinB2 (600nM). La caída de la expresión del ligando en la 
superficie celular se validó por citometría de flujo a las 48h. Los valores indican la 
IMF para cada condición. (ii) La supervivencia se evaluó por citometría de flujo 
como en apartados anteriores, tras 5 días de cultivo. Se representan los 
porcentajes considerando como 100% la viabilidad de las células LLC sin 
nucleofectar. La significancia estadística de la diferencia entre las medias de 3 
muestras independientes se determinó mediante el test T-student *p<0,05; la 
ausencia de asteriscos se corresponde con la ausencia de significancia de los 
resultados. (iii) Imagen representativa de las inmunofluorescencias de agregados 
de células LLC-MO recuperadas de los cultivos primarios. Se utilizó un anticuerpo 
anti-ephrinB2 biotinilado revelado con SAV-AF488®.y los núcleos se contrastaron 
con Hoechst 33258. Las imágenes se obtuvieron en un microscopio confocal 
Leica SP2 con el objetivo de 40x. 
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Nuestros análisis por citometría de flujo habían mostrado, además de la 
sobre-expresión de ephrinB2 en las células LLC de médula ósea frente a las de 
sangre periférica, la existencia de un perfil bimodal en las primeras, en las que 
detectábamos una población minoritaria con una expresión muy elevada de 
ephrinB2. De forma llamativa, al analizar la expresión de ephrinB2 en las 
células después de 5 días de cultivo, ésta caía significativamente en la 
población mayoritaria de médula ósea con una expresión intermedia 
(ephrinB2int), aunque continuaba siendo más alta que la de sangre periférica 
(ephrinB2low) y además, la población ephrinB2high en médula ósea 
prácticamente desaparecía (Figura 22-i). Así mismo, al analizar la expresión de 
ephrinB2 en las células LLC co-cultivadas con estroma observamos que el co-
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Figura 22. La expresión de ephrinB2 en las células LLC-MO es dependiente de 
estímulos proporcionados por el microambiente.  (i) Análisis por citometría de flujo 
de la expresión de ephrinB2 en células LLC recién aisladas de MO y SP o después de 
5 días en cultivo. Los perfiles vacíos corresponden a las distintas condiciones y el perfil 
relleno a la IMF del isotipo control. (ii) Dot-plots ilustrando la expresión de ephrinB2 en 
las células LLC-MO cultivadas solas o en co-cultivo con células de estroma. (iii) 
Análisis comparado de la expresión de ephrinB2 en las células LLC-MO frente a 
CD49d, CD29, CD11A, CD18, CD44, CXCR4, Bcl2 y Ki67. La figura muestra 
histogramas y dot-plots representativos de los resultados observados. 
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cultivo recuperaba los niveles de IMF de ephrinB2 en la población mayoritaria y 
más aún incrementaba el porcentaje de células LLC con una expresión elevada 
de ephrinB2 (Figura 22-ii). Estos resultados concordaban con los trabajos de 
otros autores que describían la baja o nula expresión de ephrinB2 en linfocitos 
periféricos en ausencia de estímulos (Zamora y cols., 2006).  
 
 A continuación analizamos por citometría de flujo el inmunofenotipo de 
las células CD19+/CD5+ recién aisladas de los aspirados de médula ósea de 
pacientes LLC en relación con su expresión de ephrinB2 (Figura 22-iii). De 
forma interesante, la sub-población ephrinB2high poseía características que la 
diferenciaban de la población mayoritaria con una expresión intermedia de 
ephrinB2. Encontramos que la sobre-expresión de ephrinB2 era coincidente 
con una mayor expresión de las integrinas α4 y αL y sus correspondientes 
cadenas β2 y β1 así como con la expresión incrementada de CD44. Más aún, 
estas células mostraban una expresión muy disminuida del receptor CXCR4. 
Estos datos indicaban una mayor capacidad de adhesión de estas células que 
facilitase su retención en el nicho medular por lo que la menor presencia de  
receptores de quimioquinas en su superficie celular se debería a una 
sobreexposición a los ligandos secretados por los tipos celulares del 
microambiente de médula ósea. Por otro lado, al igual que habíamos 
observado por microscopía confocal en las biopsias de médula ósea, 
comprobamos que la sub-población ephrinB2high no expresaba el marcador de 
proliferación Ki67, que quedaba restringido a una sub-población dentro de las 
células ephrinB2int. Sin embargo, sí mostraba un elevado contenido de la 
molécula Bcl-2 lo que sugería su papel en la resistencia a fenómenos de 
apoptosis y supervivencia. 
 
En conjunto, estos datos sugerían que la expresión de ephrinB2 en las 
células LLC, en especial la población ephrinB2high, era dependiente de señales 
proporcionadas por el microambiente y podría tener un papel crítico en la 
interacción con las células del estroma. 
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3.3.- El contacto de las células LLC ephrinB2high induce la señal 
forward a través de EphB4 en el estroma, potenciando la adhesión entre 
ambos tipos celulares y la retención de los linfocitos en la médula ósea 
 
A tenor de los resultados anteriores, nos propusimos analizar  los 
fenómenos de adhesión entre las células LLC y el estroma. Planteamos 
ensayos de conjugados con las líneas de estroma humano Hs5 y Hs27a, 
empleadas en distintos estudios en LLC por poseer varias de las 
características fundamentales encontradas en las células de estroma derivadas 
de pacientes. Las células LLC se incubaron previamente al co-cultivo con la 
molécula SNARF-1 mientras que las células de estroma fueron teñidas con 
Oregon Green, de forma que podíamos diferenciar claramente ambas 
poblaciones por su emisión de fluorescencia en el citómetro de flujo. Después  
de la tinción, ambos tipos celulares se co-cultivaron en suspensión en placas 
de fondo curvo durante 12 horas. Como se muestra en la Figura 23-i, el 
porcentaje de conjugados se determinó como la población doble positiva, 
dentro de las células grandes acotadas por tamaño y complejidad. Las células 
de estroma se trataron con TNFα para inducir una respuesta inflamatoria que 
facilitara las condiciones de adhesión (ref) y analizamos la formación de 
conjugados en ambas líneas en condiciones basales e inflamatorias. Nuestros 
resultados mostraron que los conjugados se formaban preferentemente con las 
células LLC de médula ósea y el porcentaje era significativamente mayor en los 
co-cultivos con la Hs27a y sobre todo cuando las células de estroma habían 
sido estimuladas con TNFα (Figura 23-i). 
 
A continuación, decidimos evaluar el papel de ephrinB2 y EphB4 en este 
proceso.  Dado el comportamiento diferencial de las células LLC de médula 
ósea y el incremento de la población ephrinB2high tras el co-cultivo, nos 
planteamos que esta población pudiese tener una mayor capacidad de 
adhesión al estroma. Tras el co-cultivo de las células LLC con las líneas de 
estroma, analizamos la expresión de ephrinB2, en las células LLC que no 
formaban parte de los agregados (población simple positiva para SNARF-1) y 
en aquellas que formaban los conjugados, liberándolas mediante tratamiento 
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con PBS-EDTA. De forma muy interesante, en las células LLC  que no habían 
constituido los agregados se perdía la población ephrinB2high mientras que 
estaba enriquecida en la fracción de células LLC liberadas del estroma, 
confirmando una adhesión preferente de esta sub-población (Figura 23-ii).  
 
El análisis por microscopía confocal de conjugados células LLC-Hs27a, 
constituidos sin teñir previamente las células, mostró la presencia de ephrinB2 
y EphB4 en los sitios de contacto entre ambos tipos celulares (Figura 23-iv). 
Decidimos bloquear esta interacción pre-incubando bien las células LLC con un 
exceso de EphB4-Fc o bien las células Hs27a con un exceso de ephrinB2-Fc 
(1µg/mL), lavando las células con abundante medio de cultivo antes del inicio 
del co-cultivo. Como se muestra en la figura 23-iii, el porcentaje de conjugados 
disminuía significativamente si las células LLC habían sido incubadas con 
EphB4-Fc, en concordancia con los resultados de (Nguyen y cols., 2015). De 
forma sorprendente, el porcentaje de conjugados se veía muy incrementado si 
las células Hs27 se habían pre-tratado  con ephrinB2-Fc. Estos resultados 
indicaban que podríamos estar ante un mecanismo por el cual la señalización 
forward a través de EphB4 en el estroma, mediada por ephrinB2, potenciaría la 
adhesión entre ambos tipos celulares.  
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Figura 23. Las células LLC-MO se adhieren preferentemente a las células Hs27 
en condiciones inflamatorias,  en un proceso en el que está implicada la 
señalización Eph-ephrin B. (i) La figura muestra  a la izquierda un dot-plot 
representativo de los ensayos de conjugados en los que las células LLC y las líneas de 
estroma se tiñeron con SNARF-1 y Oregon Green respectivamente. A la derecha se 
muestra el porcentaje de agregados células LLC-estroma generados en co-cultivos de 
12 horas con las líneas Hs5 y HS27 en condiciones basales e inflamatorias. (ii) 
Análisis por citometría de flujo de la expresión de ephrinB2 en las células LLC-MO que 
habían constituido o no los agregados con las líneas de estroma. (iii) Las células LLC-
MO y las Hs27 se pre-incubaron con las proteínas recombinantes EphB4-Fc y 
ephrinB2-Fc respectivamente, antes del inicio del co-cultivo. Los gráficos de barras 
corresponden al promedio más menos desviación estándar de 3 experimentos 
realizados de forma independiente. La significancia estadística se determinó mediante 
la prueba T-student para muestras pareadas *p<0,05; **p< 0,01; ***p<0,005. (iv) 
Inmunofluorescencias de agregados de células LLC-MO y Hs27 teñidos para ephrinB2 
(rojo) y EphB4 (verde). Los núcleos se contrastaron con Hoechst 33258. Los paneles 
inferiores muestran con mayor detalle los contactos a través de ephrinB2 y EphB4 
recuadrados en amarillo.  
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En vista de estos resultados, quisimos confirmar el papel de EphB4, 
expresada por las células del estroma, en la retención de las células LLC en el 
nicho tumoral de médula ósea. Las líneas Hs5 y Hs27a se transfectaron con 
siRNA específicos para esta molécula con el objeto de silenciar su expresión 
de forma estable. Confirmamos que la caída en la expresión era estable 
durante 5 días (Figura 24) y que la viabilidad de las líneas no se veía afectada 
(datos no mostrados).  
 
	
 
 
A continuación, planteamos un ensayo en placas transwell en el que las 
células de ambas líneas, en condición control o habiendo silenciado la 
expresión de EphB4,  se sembraron sobre el filtro a una densidad no confluente 
y se estimularon con TNFα para reproducir las condiciones inflamatorias de los 
ensayos de conjugados. Las células LLC se añadieron en el pocillo superior de 
la placa y transcurridas 72 horas, recuperamos aquellas que hubiesen migrado 
al pocillo inferior así como las retenidas en el compartimento superior mediante 
sucesivos lavados con PBS-EDTA. Como se muestra en la figura 25, el número 
de eventos no migrados era significativamente menor en los co-cultivos con 
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Figura 24. Silenciamiento de EphB4 en las líneas de estroma Hs5 y Hs27. 
Ambas líneas de estroma humano fueron nucleofectadas con siRNA 
específicos contras EphB4 (Mission-siRNA Sigma) o siRNA inespecíficos como 
control, a una concentración de 600 nM en el volumen de reacción mediante la 
tecnología Amaxa nucleofection. El descenso en la expresión del receptor se 
confirmó por citometría de flujo hasta 5 días después de la transfeccción.  	
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las líneas silenciadas para EphB4, especialmente en el caso de la Hs27a. 
Estos datos confirmaban el papel de EphB4 en los fenómenos de adhesión y 
por tanto en la retención de las células LLC en la médula ósea. 
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Figura 25. La expresión de EphB4 en el estroma es fundamental para la retención 
de las células LLC en el nicho de médula ósea. Las líneas de estroma Hs5 y Hs27, 
tratadas o no con siRNA específicos para EphB4, se sembraron sobre los filtros de 
placas tipo transwell y fueron tratadas con MMC antes de que alcanzasen la 
confluencia. A continuación e estimularon con TNF-α (10ng/mL) y fueron lavadas 
extensamente con medio de cultivo completo antes de la adición de las células LLC-
MO al pocillo superior. A las 72h del inicio del co-cultivo se recuperaron tanto las 
células LLC-MO migradas al pocillo inferior como las no-migradas retenidas en el 
compartimento superior, para su recuento en el citómetro de flujo. Los gráficos de 
barras muestran la media y desviación estándar de 4 experimentos independientes. La 
significación estadística de la diferencia entre las medias se valoró mediante en test T-
student para muestras pareadas *p<0,05; **p<0,01. 	
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3.4.- La señal forward a través de EphB4 induce la producción de 
factores solubles que sostienen la supervivencia de las células LLC. 
 
Seguidamente, nos planteamos si la interacción  entre ephrinB2-EphB4 
entre las células LLC y el estroma, podría tener consecuencias sobre la 
supervivencia de las células LLC in vitro y por ello ser un posible mecanismo 
de resistencia a apoptosis mediada por fenómenos de adhesión. 	
Para analizar la importancia de los contactos directos intercelulares 
frente a los factores solubles secretados por las células de estroma, en la 
resistencia a apoptosis, sembramos co-cultivos de células LLC y células Hs5 ó 
Hs27 (ratio 1/20), en condiciones basales o pre-estimuladas con TNFα, en 
placas de fondo plano o en placas transwell en las que las células LLC se 
sembraban en el pocillo superior separadas del estroma por un filtro  con un 
tamaño de poro de 5µM. Al analizar la viabilidad en las distintas condiciones 
(Figura 26-i) observamos que las células Hs27 sostenían significativamente la 
supervivencia de las células LLC en los co-cultivos directos pero en mucha 
menor medida cuando las LLC sólo recibían los factores solubles secretados 
pero no interaccionaban con las células de estroma. Por el contrario, los 
efectos con las células Hs5 eran de menor magnitud y no se observaban 
diferencias entre los distintos tipos de co-cultivo, directo o separadas por el 
filtro. De forma sorprendente, al contrario que ocurría con el proceso de 
adhesión, el tratamiento con TNFα, no incrementaba significativamente la 
capacidad protectora de ninguna de las líneas celulares respecto a la condición 
basal. 
Con el objeto de confirmar el posible papel de ephrinB2 y EphB4 en la 
supervivencia de las LLC, repetimos los ensayos con las dos condiciones de 
co-cultivo (directo o en placa transwell) silenciando la expresión de ligando o 
receptor en las células LLC y en ambas líneas de estroma, respectivamente. El 
silenciamiento de EphB4 en los estromas o de ephrinB2 en las células LLC, 
contrarrestaba el efecto pro-supervivencia del co-cultivo directo con ambas 
líneas, aunque sólo tenía efectos estadísticamente significativos en la Hs27. 
Por otro lado, los tratamientos con los siRNA no tenían efectos relevantes en 
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los co-cultivos separados por el sistema transwell (FIGURA 26-ii). Estos 
resultados, confirmaban un papel fundamental en la supervivencia, de los 
contactos directos a través de EphB4 y ephrinB2, entre las células de estroma 
y las células LLC.  
 
Siguiendo esta hipótesis, de la misma forma a como habíamos analizado 
la adhesión en los ensayos de conjugados, pre-incubamos las células LLC con 
ephrinB2-Fc y las Hs27a con EphB4-Fc para bloquear la interacción a través 
de receptor y ligando, antes de sembrar ambos tipos celulares en co-cultivo y 
analizamos la supervivencia tras 72 horas de cultivo (Figura26-iii). Nuestros 
resultados mostraron que el tratamiento de las células LLC con el receptor 
recombinante impedía que el estroma rescatase su supervivencia, sin 
embargo, las células LLC co-cultivadas con estromas pre-tratados con el 
ligando en exceso, veían claramente incrementada su viabilidad respecto a las 
co-cultivadas con los estromas sin tratamiento. 
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Por tanto, podíamos concluir que la inducción de la señal forward a 
través de EphB4 en el estroma, además de incrementar la capacidad de 
adhesión con las células LLC, sostenía su supervivencia mediada por 
contactos intercelulares. Sin embargo, nos planteamos si dichos contactos eran 
responsables directamente del incremento de la viabilidad o bien si actuaban 
de forma indirecta desencadenando la liberación de factores solubles, por parte 
de uno o de los dos tipos celulares, que favoreciesen la supervivencia de las 
células LLC. Para comprobarlo, decidimos analizar los efectos sobre la 
supervivencia de los medios condicionados resultantes de los co-cultivos. 
Sembramos la línea Hs27, que había demostrado la mayor capacidad de 
incrementar la viabilidad de las células LLC, en condición control o habiendo 
silenciado en ellas la expresión de EphB4 mediante siRNA. Sobre estos 
cultivos de estroma, añadimos células LLC en un ratio de 1/20 permitiendo la 
adhesión entre ambos tipos celulares durante 2 horas. En ese punto, 
retirábamos las células no adheridas y manteníamos el co-cultivo con las 
células LLC fuertemente adheridas al estroma, durante 72 horas. Así mismo, 
sembramos cultivos de células Hs27 y LLC por separado como control. 
Recuperamos el medio condicionado por las distintas condiciones de cultivo y 
establecimos nuevos cultivos de células LLC a los que añadimos estos medios 
para comprobar si los factores solubles por sí mismos sostenían su 
Figura 26. La interacción entre las células LLC y el estroma a través de 
ephrinB2 y EphB4 incrementa la supervivencia de las células tumorales in 
vitro. (i) Las líneas Hs5 y Hs27 se sembraron en placas de fondo plano o en el 
pocillo inferior de placas transwell y se trataron con MMC para evitar que 
alcanzasen la confluencia. Los estromas se trataron o no con TNF-α (10ng/mL) 
antes de añadir las células LLC-MO. (ii) Las células Hs27 y Hs5 en condiciones 
basales, así como las células LLC fueron transfectadas con siRNA contra EphB4 y 
ephrinB2 antes del co-cultivo en placas de fondo plano o transwell. (iii) Los 2 tipos 
celulares se pre-incubaron de forma separada con las proteínas recombinantes 
EphB4-Fc y ephrinB2-Fc (1µg/mL) antes del inicio del co-cultivo. Ambos tipos 
celulares se mantuvieron en cultivo en contacto directo o separadas por el filtro 
durante 72h hasta el análisis de su supervivencia en el citómetro de flujo como en 
experimentos anteriores. La significancia estadística de las distintas condiciones de 
cultivo se analizó mediante el test T-student para muestras pareadas. 
Representamos las medias y desviación estándar de al menos 3 experimentos 
independientes.  
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viabilidad. En la Figura 27-i se muestra el análisis de la viabilidad tras 3 días de 
cultivo. Observamos que el medio recuperado de los cultivos de las células 
Hs27 solas, incrementaba ligeramente la supervivencia de las células LLC, sin 
embargo, las diferencias eran significativamente mayores si el medio empleado 
procedía de co-cultivos de células LLC y Hs27a en condición control, pero no si 
habíamos silenciado la expresión de EphB4 en las células de la línea. El medio 
procedente de los cultivos de células LLC solas no modificaba la supervivencia. 
Para confirmar el papel de ephrinB2 en el contacto con las BM-MSC, las 
células Hs27a se cultivaron en presencia o no de la proteína recombinante 
ephrinB2-Fc (1ug/mL) añadida al medio en su forma soluble durante 72 horas. 
Del mismo modo a como habíamos procedido con los co-cultivos, se recuperó 
el medio condicionado por estos cultivos, para analizar el efecto de los factores 
solubles sobre la viabilidad de las células LLC. La supervivencia de las células 
LLC se veía claramente incrementada por  la adición del medio resultante del 
cultivo de la Hs27 pre-tratada con ephrinB2-Fc (Figura 27-ii). 	
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Figura 27. Análisis del efecto sobre la supervivencia de las LLC de los medios 
condicionados obtenidos de cultivos de Hs27 co-cultivadas con células LLC o 
estimuladas con ephrinB2-Fc. (i) Las células Hs27, en condición control o silenciadas 
para EphB4, se cultivaron con células LLC fuertemente adheridas durante 72h. 
Mantuvimos en cultivo  células Hs27 solas como control. El medio resultante de estos 
co-cultivos se añadió a nuevos cultivos de células LLC para analizar el efecto sobre su 
supervivencia a 72h. (ii) Las células Hs27 se trataron con la proteína ephrinB2-Fc 
durante 72h. Recuperamos el medio condicionado por estos cultivos y fue añadido a 
cultivos de células LLC solas. Ambos gráficos de barras muestras el resultado como el 
promedio de 3 experimentos realizados de manera independiente. El análisis de la 
supervivencia se realizó por citometría de flujo como en ensayos previos. La significancia 
estadística de las distintas condiciones, relativizadas al cultivo en medio control, se 
analizó mediante el test T-student para  *p<0,05; **p<0,01. 	
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Por otro lado, el análisis de la expresión de ephrinB2 tanto en las 
primeras células LLC recuperadas, es decir, no adheridas al estroma, como en 
las adheridas, separadas del estroma mediante incubación con EDTA 5mM, 
confirmó el resultado de los ensayos de conjugados, ya que las células LLC 
recogidas en la  fracción del cultivo no adherida presentaban una expresión 
intermedia de ephrinB2 y aquellas fuertemente adheridas se correspondían con 
la población ephrinB2high (Figura 28).  
 
En definitiva, todos estos resultados confirmaban que la inducción de la 
señal forward en las células de estroma, resultante de interacción entre 
ephrinB2 y EphB4, tenía como consecuencia un aumento de la secreción de 
factores solubles por parte de las células de estroma, que colaboran en 
sostener la viabilidad de las células LLC.  
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Figura 28. Análisis de la expresión de ephrinB2 en las células LLC co-cultivadas 
con las Hs27. A la izquierda se muestra un dot-plot de la tinción CD19 CD5 
identificando al 95,6% de las células de pequeño tamaño de  nuestros cultivos 
como células LLC. Los histogramas de la derecha muestran las 2 poblaciones 
diferenciables en base a la expresión de ephrinB2 en las LLC que no se 
encontraban adheridas a las células mesenquimales y en aquellas con mayor 
capacidad de adhesión. 
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3.5.- La señalización forward a través de EphB4 inducida por las 
células ephrinB2high modifica las propiedades del estroma generando un 
microambiente que proporciona resistencia frente a los tratamientos con 
fármacos.  
 
En vista de estos resultados, nos planteamos si los mecanismos 
descritos anteriormente pudiesen contribuir a generar un nicho tumoral capaz 
de proteger a las células LLC de la apoptosis inducida por algunos de los 
tratamientos farmacológicos más empleados contra esta enfermedad.  
 
Decidimos evaluar la capacidad protectora de las BMMSC derivadas de 
los aspirados de médula ósea de pacientes LLC (BMMSC-LLC), previa 
depleción de las células CD45+, frente a la de las BMSC obtenidas en los 
cultivos de muestras de donantes sanos (BMMSC sanas). Para confirmar el 
papel de ephrinB2, los co-cultivos con ambas BMSC se establecieron con 
células LLC en condición control y tratadas con siRNA específicos contra este 
ligando. En la figura 29-i se muestran los porcentajes de supervivencia de 
estos co-cultivos en presencia o no de Fludarabina (1µM), Mafosfamida (5µM), 
Bendamustina (15µM) o Chlorambucil (25µM) transcurridas 72 horas. En primer 
lugar, confirmamos que la viabilidad de las células LLC era sostenida 
preferentemente por BMMSC-LLC pero no por aquellas derivadas de donantes 
sanos, en la condición control y con los 4 fármacos utilizados. Sin embargo, 
este efecto se veía claramente impedido en las células en las que se había 
silenciado la expresión de ephrinB2, particularmente en los tratamientos con 
Fludarabina y Bendamustina, confirmando el papel de esta molécula en la 
resistencia a fármacos mediada por contactos con las células de estroma. 
 
Para comprobar si los efectos observados en los co-cultivos con estroma 
derivado de pacientes pudiesen deberse a características inducidas por las 
células tumorales, BMMSC derivadas de individuos sanos fueron pre-cultivadas 
durante una semana con linfocitos LLC enriquecidos en la subpoblación 
ephrinB2high o estimuladas por ephrinB2-Fc.  Seguidamente, recuperamos las 
BMSC liberando previamente los linfocitos adheridos mediantes sucesivos 
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lavados con PBS-EDTA 5mM. Se establecieron nuevos co-cultivos con estas 
BMMSC sanas pre-cultivadas con linfocitos LLC o con la proteína 
recombinante  y sin estimular como condición control, analizándose la 
viabilidad a las 72 horas (Figura 29-ii). De forma interesante, las BMSC sanas 
pre-cultivadas con linfocitos LLC, y en menor magnitud aquellas estimuladas 
con ephrinB2-Fc, conseguían sostener la supervivencia de las células LLC en 
especial frente a los tratamientos con fármacos. Esto confirmaba, que las 
propias células tumorales eran capaces de inducir la dependencia de la 
señalización inducida por ephrinB2 en las BMSC, modificando el 
microambiente en su favor. 
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Figura 29. Las células LLC modifican las propiedades de las BMMSC 
generando un microambiente que promueve la resistencia a la apoptosis 
mediada por fármacos. (i) BMMSC derivadas del cultivo de muestras de 
pacientes LLC y de donantes sanos se cultivaron a una densidad no confluente con 
células LLC-MO en presencia de Fludarabina (1µM), Mafosfamida (5µM), 
Bendamustina (15µM) o Chlorambucil (25µM), según se indica, durante  72h. Las 
células LLC-MO se añadieron en condición control o tratadas con siRNA-ephrinB2. 
(ii) Las BMMSC obtenidas de donantes sanos se pre-cultivaron con células LLC 
durante 7 días, antes de sembrar co-cultivos con células LLC frescas en presencia 
de los distintos fármacos. BMMSC sanas sin pre-tratar se co-cultivaron como 
condición control. Analizamos la viabilidad por citometría de flujo y representamos 
los efectos de cada tratamiento en las distintas condiciones, considerando el 100% 
la viabilidad de las células LLC-control cultivadas solas. Los gráficos muestran el 
promedio y desviación estándar de los experimentos realizados con 4 muestras 
LLC. La significancia estadística de las diferencias entre las medias se analizó 
mediante el test T-student para muestras pareadas *p<0,05; **p<0,01. 
 
Resultados 	
87 
 
4.- PAPEL DE LAS INTERACCIONES Eph/ephrin EN LA 
SUPERVIVENCIA/RESISTENCIA FÁRMACOS, A TRAVÉS DE OTROS 
MECANISMOS DE CRECIENTE INTERÉS EN LA ENFERMEDAD, 
ESPECIALMENTE LA FAMILIA BAFF/APRIL, LA SEÑALIZACIÓN VÍA 
INTEGRINAS Y BCR/CD40.  
 
Los resultados del apartado anterior habían demostrado la importancia 
de la señalización bidireccional resultante de la interacción ephrinB2-EphB4 en 
la supervivencia de las células LLC in vitro tanto en los contactos homotípicos 
como en aquellos con las células del estroma de médula ósea. Por otro lado, el 
co-cultivo con células de estroma recuperaba el fenotipo ephrinB2 observado 
en las células LLC recién obtenidas a partir de los aspirados de médula ósea, 
que desaparecía en el cultivo de las células solas. Estos datos sugerían que la 
expresión de ephrinB2 en las células tumorales, y en consecuencia la 
supervivencia de las mismas, era dependiente de distintos estímulos 
procedentes del microambiente.  
 
Son muchas las rutas de señalización descritas en el contexto del 
microambiente de médula ósea en la LLC. Nos planteamos si los efectos 
observados en relación a la señalización Eph-ephrin pudiesen estar 
involucrando otras rutas conocidas de supervivencia. 
 
 4.1.- La expresión de ephrinB2 en las LLC-MO y la supervivencia de 
las mismas es dependiente de la interacción con VCAM-1, BAFF y APRIL. 
 
En base a las características inmunofenotípicas observadas en las 
células LLC de médula ósea y con el objeto de identificar los estímulos que 
podían sostener la expresión de ephrinB2 y en consecuencia, la viabilidad de 
las células tumorales, diseñamos un experimento en el que las células 
obtenidas tanto de sangre periférica como de médula ósea de pacientes LLC, 
se cultivaron sobre componentes de la matriz extracelular como fibronectina, 
sobre los ligandos de integrinas ICAM-1 ó VCAM-1 inmovilizados sobre la 
superficie de cultivo o bien añadiendo al medio en forma soluble 
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quimioquinas como CXCL12 o los ligandos BAFF y APRIL, a las 
concentraciones indicadas, por ser algunas de las moléculas más expresadas 
por las BMSC. Así mismo, estimulamos las células LLC a través del BCR, al 
señalizarlas con anti-IgM y añadimos moléculas de CD40L pre-agregadas para 
mimetizar las posibles interacciones con los linfocitos T.  	
		
	
El análisis de la viabilidad a 72 horas de cultivo (Figura 30-i) mostró que 
las células procedentes de ambos compartimentos celulares, veían 
incrementada su viabilidad en presencia de BAFF, APRIL y CXCL12 pero solo 
las células obtenidas de aspirados de médula ósea respondían al cultivo sobre 
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Figura 30. Distintos estímulos procedentes del microambiente sostienen la 
supervivencia de las LLC y la expresión de ephrinB2. (i) Células LLC de SP y MO 
se cultivaron en presencia de distintos estímulos durante 72h hasta el análisis de la 
viabilidad. (ii) IMF de ephrinB2 en todas las condiciones de cultivo. (iii)  % de células 
ephrinB2high en las LLC-MO cultivadas con los diferentes estímulos. La diferencia 
estadísticamente significativa de los resultados se determinó mediante el test-T 
student para muestras pareadas *p<0,05; **p<0,01. 	
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los ligandos de integrinas o sobre fibronectina. Por otro lado, los estímulos 
inducían distintos grados de recuperación de la expresión de ephrinB2 en las 
células de médula ósea, aunque no en las de sangre periférica, respecto a su 
caída en el cultivo control, de forma proporcional al incremento en la 
supervivencia (Figura 30-ii). Esto sugería que esta molécula estaba implicada 
en mecanismos de supervivencia dentro del microambiente medular que  
perdían relevancia una vez que las células LLC salían de este. De manera 
interesante únicamente observábamos la existencia de la subpoblación 
ephrinB2high en los cultivos sobre VCAM-1 o en presencia de los ligandos BAFF 
y APRIL (Figura 30-iii), lo que apoyaba nuestra idea de que esta población, en 
contraposición a la mayoritaria ephrinB2int, era más dependiente del contacto 
con otros tipos celulares dentro del microambiente que de las interacciones 
homotípicas entre las propias células. 
 
Por otro lado, también la estimulación conjunta con anti-IgM y CD40L 
incrementaba la viabilidad de las células LLC extraídas de sangre periférica y 
médula ósea, apuntando a la importancia d la interacción de las LLC con otros 
tipos celulares distintos de BMMSC. Sin embargo, estos estímulos no 
modulaban la expresión de ephrinB2. 
 
4.2.- El papel de VCAM-1 en la supervivencia de las LLC-MO es 
independiente de la expresión de EphB4. 
 
La supervivencia de las células LLC mediada por la interacción entre la 
integrina α4 y su ligando preferente VCAM-1 es una de las rutas más 
estudiadas dentro de la LLC y con una mayor proyección en la clínica (Vincent 
y cols., 1996, Brachtl y cols., 2014). Nuestros resultados previos habían 
mostrado la sobre expresión de α4 en las células ephrinB2high así como el papel 
de la proteína recombinante VCAM-1 en el mantenimiento de la expresión de 
ephrinB2 y en la supervivencia de las LLC-MO. A continuación, quisimos 
determinar si existía una relación entre este ligando y la supervivencia mediada 
por el contacto con BMMSC que habíamos observado en nuestros ensayos.  
Resultados  	
	90 
Analizamos la expresión de VCAM-1 en la superficie de las BMMSC 
derivadas de muestras de médula ósea de  pacientes LLC y también en las 
líneas Hs5 y Hs27, en condiciones basales o estimuladas con TNF-α. De 
acuerdo con lo descrito por otro autores (Amigo-Jimenez y cols., 2015) 
observamos que, al contrario que las líneas celulares, las células de estroma 
primario sí expresaban el ligando en membrana en condiciones basales. Más 
aún, en condiciones inflamatorias se inducía significativamente la expresión de 
VCAM-1 en la Hs27 y se incrementaba ligeramente en las BMMSC de 
pacientes (Figura 31-i). La Hs5 se caracterizó por ausencia de expresión en 
ambas condiciones.  
 
Por otro lado, dado que rVCAM-1 inmovilizada en placa inducía la 
recuperación de la población ephrinB2high, nos planteamos si las células LLC 
también podrían inducir un cambio fenotípico en las BMMSC. De manera 
interesante, el co-cultivo también incrementaba la expresión de VCAM-1 en las 
BMMSC (Figura 31-ii).  
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En vista de estos resultados, nos preguntamos si tanto el estímulo con 
TNF-α como el co-cultivo pudiesen inducir cambios en la expresión de EphB4 
en el estroma relacionados con las modulaciones de VCAM-1. Sin embargo, 
nuestros resultados indicaron que ninguno de los tratamientos modulaba la 
expresión de EphB4. 
 
En conjunto, podíamos deducir que la interacción con VCAM-1 sí juega 
un papel determinante, probablemente en los procesos de adhesión, en el 
mantenimiento de las LLC dentro del microambiente de médula ósea. Sin 
embargo, esta ruta sería independiente de la supervivencia sostenida por 
señalización EphB4-ephrinB2. 
 
4.3.- La estimulación de las LLC-MO a través del BCR y de CD40 
induce la proliferación de una sub-población con expresión intermedia 
de ephrinB2.  
 
Nuestros resultados habían mostrado que la estimulación con αIgM y 
CD40L sostenía parcialmente la supervivencia de las LLC-MO. Sin embargo, 
trabajos recientes han descrito la implicación de estas moléculas en 
mecanismos de proliferación dentro del nicho de médula ósea (Purroy y cols., 
2015). Quisimos comprobar esta hipótesis en nuestro sistema de co-cultivo 
que ya había demostrado proteger a las células LLC-MO frente a mecanismos 
de apoptosis.  
 
Para el análisis de la proliferación las células LLC se incubaron con 
CFSE (0,5µM) antes de añadirlas a los cultivos en presencia de αIgM, CD40L 
y BMMSC por separado o conjuntamente. En la figura 32-i se muestra el 
porcentaje de células proliferativas determinadas en base a la dilución de la 
intensidad de CFSE después de 5 días de cultivo. Observamos que ni  αIgM, 
ni CD40L por separado inducían cambios en el porcentaje de células en 
división, pero sí cuando se añadían simultáneamente. Más aún, las BMMSC 
por sí mismas tampoco tenían efectos significativos, pero sí potenciaban los 
efectos de αIgM y CD40L. Al analizar la expresión de ephrinB2 en estos 
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ensayos comprobamos que, de acuerdo a los datos de expresión de Ki67 
previamente mostrados, las células proliferativas se encontraban restringidas 
dentro de las céulas ephrinB2int (Figura 32-ii). 
Por tanto, confirmábamos que las células  con una expresión elevada de 
ephrinB2 conformaban una población quiescente independiente de los efectos 
de la señalización a través del BCR y CD40. 		
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Figura 32. La señalización inducida por αIgM y CD40L incrementa la 
proliferación de una subpoblación de células LLC ephrinB2int. (i) Células 
LLC-MO se incubaron con CFSE (0,5µM)  para el análisis in vitro de la 
proliferación en presencia de αIgM (0,5µg/mL) inmovilizado sobre la superficie de 
cultivo o moléculas de CD40L pre-agregadas mediante αHistidina () añadidas de 
forma soluble al medio de cultivo. Las células LLC-MO se cultivaron solas con los 
ditintos estímulos o en co-cultivo con BMMSC autólogas. El gráfico de barras 
indica el promedio de células proliferativas de 3 experimentos realizados de 
forma independiente. La significancia estadística se evaluó mediante la prueba T-
student para muestras pareadas *p<0,05; **p<0,001. (ii) Dot-plot e histogramas 
representativos del análisis de la expresión de ephrinB2 frente a la intensidad de 
CFSE en las LLC-MO de los ensayos de proliferación. El histograma de la 
izquierda muestra la IMF de ephrinB2 en las células que hubiesen o no entrado 
en división. El histograma bajo el dot-plot muestra los diferentes picos de 
intensidad de CFSE detectados en las LLC-MO co-cultivadas con BMMSC en 
presencia o no  de los estímulos. 	
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4.4.- EphrinB2 sostiene la ruta autocrina de supervivencia mediada 
por BAFF/APRIL en las células LLC de médula ósea. 
 
La importancia de BAFF y APRIL en la LLC ha sido descrito en múltiples 
trabajos (Nishio y cols., 2005, Endo y cols., 2007). Dado que nuestros 
resultados mostraban que BAFF y APRIL eran los estímulos que en mayor 
magnitud incrementaban la viabilidad de las células LLC obtenidas de ambos 
compartimentos tisulares, seleccionamos esta familia de moléculas para 
investigar un posible mecanismo de supervivencia desencadenado por la 
interacción Eph-ephrin entre las propias células LLC. En primer lugar, quisimos 
confirmar la expresión de los receptores BAFF-R, TACI y BCMA así como de 
los ligandos BAFF y APRIL en nuestras muestras obtenidas de aspirados de 
médula ósea de pacientes  LLC. De acuerdo con lo descrito por otros autores 
(Novak y cols., 2002) en todos los pacientes, detectamos la expresión de 
BAFF-R en la mayoría de la población LLC y la de TACI en un porcentaje 
menor y variable de células tumorales, mientras que la expresión de BCMA era 
prácticamente inexistente en las muestras analizadas. Confirmamos, además 
de la expresión intracitoplásmica de BAFF y APRIL, la presencia de ambos 
ligandos en la membrana de las células LLC, como habían mostrado los 
trabajos de Kern y cols., 2004, quienes sugirieron por primera vez la existencia 
de una ruta autocrina de supervivencia mediada por BAFF y APRIL en esta 
enfermedad. La figura 33 muestra la IMF de cada molécula estudiada, en un 
paciente representativo.  	 	
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Se ha descrito que distintas señales del microambiente (IgM, CD40L…) 
son capaces de modular la expresión de los receptores de BAFF y APRIL. En 
vista de los anteriores resultados, nuestra hipótesis se dirigió hacia la 
posibilidad de que, bien la activación de la señal forward o de la señal reverse, 
pudiese desencadenar una mayor liberación de BAFF o APRIL por las células 
LLC. A continuación, analizamos si el incremento de supervivencia observado 
al inducir la señal reverse y, en menor medida, la señal forward, sembrando las 
células LLC sobre las proteínas recombinantes inmovilizadas sobre la 
superficie de cultivo, iba acompañado de cambios en la expresión de estos 
ligandos y de sus receptores BAFF-R y TACI. Determinamos la intensidad de 
expresión de estas moléculas mediante citometría de flujo. Como se muestra 
en la figura 34-i, ephrinB2-Fc inmovilizada en placa y, en menor medida, 
EphB4-Fc, inducían un incremento en la expresión de BAFF y APRIL 
intracitoplásmicos en comparación con los niveles detectados en las células sin 
BAFF-R 
TACI 
mBAFF 
mAPRIL APRIL ic 
 
BCMA BAFF ic 
 
Figura 33. Análisis de la expresión de los receptores y ligandos de las 
moléculas de la familia BAFF en células LLC-MO. La figura muestra ejemplos de 
histogramas resultantes del análisis por citometría de flujo de la IMF de los 
receptores BCMA, BAFF-R y TACI así como de los ligandos BAFF y APRIL en 
células CD19+ CD5+ recién extraídas de aspirados de médula ósea de pacientes 
LLC. Para las tinciones en superficie, las células se incubaron con anticuerpos 
monoclonales conjugados directamente a fluorocromos, mientras que para la 
determinación de la expresión intracelular, las suspensiones de fijaron con una 
solución comercial conteniendo paraformaldehído y se permeabilizaron antes de la 
incubación con los anticuerpos αBAFF y αAPRIL conjugados a PE. El histograma 
gris relleno corresponde a la IMF del isotipo control para cada caso. 
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estimular o en la condición control, cultivadas sobre fragmentos de Fc  
humanos, lo que podía corresponderse con una mayor secreción de estos 
factores. Sin embargo, sólo la inducción de la señal reverse, mediante el cultivo 
sobre EphB4-Fc, resultaba en cambios significativos en la expresión de los 
receptores, ya que sorprendentemente observamos una disminución en la 
expresión de BAFF-R acompañada de incremento en la expresión de TACI. 
Más aún, al analizar la expresión de BAFF-R y TACI en relación con la de 
ephrinB2 en células LLC en condiciones control, confirmamos que el primero 
se encontraba disminuido mientras que el segundo se sobre-expresaba en la 
sub-población ephrinB2high, en relación a  la IMF en la población de células LLC 
mayoritaria (Figura 34-ii).  
 			
LLC-MO sin estimular 
LLC-MO cultivadas sobre EphB4-Fc 
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Seguidamente, quisimos confirmar si la señalización forward y/o reverse 
desencadenaban una mayor secreción de BAFF y/o APRIL al medio de cultivo 
y en consecuencia incrementaban la capacidad de sostener la supervivencia 
del mismo. Utilizamos los receptores recombinantes BAFF-R (rhBAFF-R) y 
TACI (rh-TACI), y los añadimos de forma soluble a los cultivos de células LLC 
en los que habíamos inducido la señalización a través de Eph-ephrin B durante 
48 horas, con el objeto de secuestrar los posibles ligandos secretados al medio 
e impedir su unión con el receptor correspondiente. Analizamos la 
supervivencia mediante citometría de flujo. En la Figura 35 se muestran los 
porcentajes de viabilidad de las células LLC 24 horas después de añadir los 
tratamientos de bloqueo, relativizados al cultivo control en el que las células se 
cultivaban sobre fragmentos Fc humanos. Observamos que ninguno de los 
receptores recombinantes añadidos sobre el cultivo control disminuía 
significativamente la viabilidad de las células cultivadas. Por el contrario, la 
adición de rhBAFF-R y sobre todo la de rhTACI, contrarrestaba los efectos pro-
supervivencia de las proteínas EphB4-Fc y ephrinB2-Fc inmovilizadas en placa, 
disminuyendo la viabilidad en una media de un 15%. 	
 
 
 
 	
Figura 34. La señalización forward a través de EphB4 y reverse a través de 
ephrinB2, modula la expresión de BAFF-R, TACI, BAFF y APRIL en células 
LLC-MO. (i) Células LLC-MO se cultivaron sobre las proteínas recombinantes 
EphB4-Fc (perfil vacío rojo) o ephrinB2-Fc  (perfil vacío verde) o sobre fragmentos 
hFc (histograma negro) como condición control, durante 72h hasta el análisis en el 
citómetro de flujo  de la expresión de BAFF, APRIL, TACI y BAFF-R. El histograma 
gris relleno corresponde a la intensidad de fluorescencia del isotipo control. 
Mostramos las IMF sobre cada histograma de una muestra representativa. (ii) 
Análisis de la expresión de los receptores BAFF-R y TACI frente a la expresión de 
ephrinB2 en células LLC-MO recién obtenidas de los aspirados. Se muestra un dot-
plot representativo de los resultados. 	
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En vista de estos resultados, nos preguntamos si, además de 
incrementar la secreción de los factores solubles, la señalización a través de 
Eph-ephrin B modulaba la capacidad de las células LLC para unir los ligandos 
BAFF y/o APRIL, incrementando su supervivencia. Por ello, añadimos de forma 
exógena al cultivo las proteínas rhBAFF y rhAPRIL a una concentración 
previamente ensayada de 0,2µg/mL en forma soluble, por separado o 
conjuntamente para evaluar además si existía un efecto sinérgico de ambas 
moléculas. Analizamos el efecto a 72 horas sobre las células LLC cultivadas 
sobre EphB4-Fc o ephrinB2-Fc o sobre fragmentos Fc humanos como 
condición control. En la Figura  36-i representamos el ratio de supervivencia de 
las células LLC al normalizar el porcentaje de células vivas obtenido en cada 
tratamiento frente al porcentaje en el cultivo control. Observamos que ambos 
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Figura 35. La señalización forward induce una mayor secreción de BAFF y/o 
APRIL  por las células LLC, cuyos efectos son bloqueados por la adición de los 
receptores recombinantes al medio de cultivo. Células LLC-MO se cultivaron 
sobre EphB4-Fc, ephrinB2-Fc  o fragmentos hFc (0,5µg/mL) como condición control 
durante 48h. En ese punto se añadieron al medio de cultivo las formas 
recombinantes de los receptores BAFF-R o TACI (0,2µg/mL)  durante 24h más hasta 
el análisis de la apoptosis por citometría de flujo. La figura muestra el porcentaje de 
viabilidad de las células LLC-MO en las condiciones indicadas, considerando el 
100% la supervivencia de las células control cultivadas sobre fragmentos hFc. 
Representamos la media y desviación estándar de 4 ensayos independientes. La 
significancia estadística de los resultados se valoró mediante la prueba T-student 
para muestras pareadas *p<0,05. 
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ligandos, por sí mismos, pero en especial APRIL, rescataban parcialmente la 
viabilidad de las células cultivadas. Sin embargo, la magnitud del efecto se 
incrementaba considerablemente en las células en las que habíamos inducido 
la señal reverse, en las que observamos como el tratamiento conjunto con 
rhBAFF y rhAPRIL llegaba a aumentar hasta 3 veces la supervivencia respecto 
a la condición control. De forma significativa, la señalización forward a través 
de EphB4 en las células LLC no modificaba la respuesta de las células LLC 
frente a los tratamientos con los ligandos, lo que concordaba con la ausencia 
de cambios en la expresión de los receptores BAFF-R y TACI en las células 
cultivadas sobre ephrinB2-Fc, observada previamente.  
A continuación, quisimos estudiar si esta ruta pudiese ser relevante 
también en la resistencia de las células LLC frente a la apoptosis inducida por 
fármacos. Establecimos cultivos sobre EphB4-Fc o sobre fragmentos Fc 
humanos, en presencia o ausencia de rhBAFF y/o rhAPRIL a los que añadimos 
algunos de los fármacos más utilizados en el tratamientos de la LLC: 
Fludarabina (1µM), Mafosfamida (5µM), Bendamustina (15µM) o Chlorambucil 
(25µM). En la Figura 36-ii, se muestra como la inducción de la señal reverse 
protegía sensiblemente a las células LLC de la citotoxicidad de los fármacos, e 
incrementaba la protección proporcionada por BAFF y APRIL.  
 
Todos estos resultados apuntaban a una posible ruta dependiente de la 
señal reverse a través de ephrinB2 y mediada por la interacción de BAFF y 
APRIL con TACI que controlase la supervivencia de las células LLC.  
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Figura 36. La activación de la señal ephrinB2-reverse en las células LLC 
incrementa su afinidad por los ligandos BAFF/APRIL potenciando su 
supervivencia. (i) Las células LLC-MO se cultivaron sobre las proteínas 
recombinantes EphB4-Fc o ephrinB2-Fc o sobre fragmentos hFc (0,5µg/mL) como 
control. Las formas recombinantes de los ligandos BAFF y/o APRIL se añadieron al 
medio en los casos indicados a una concentración de 0,2µg/mL. Representamos el 
análisis de la viabilidad a 72h de cada una de las condiciones, relativizada al control 
de células LLC-MO cultivadas sobre fragmentos hFc sin señalizar mediante 
Eph/ephrin. (ii) Células LLC-MO cultivadas sobre fragmentos hFc o sobre EphB4-Fc 
del mismo modo que en (i), en presencia de Fludarabina (1µM), Mafosfamida (5µM), 
Bendamustina (15µM) o Chlorambucil (25µM). Los fármacos se mantuvieron en el 
medio de cultivo durante todo el experimento hasta el análisis de la viabilidad en el 
citómetro. Los gráficos de barras muestran la media y desviación típica de los 
experimentos realizados en muestras de 4 pacientes distintos. La significancia 
estadística de los resultados se valoró mediante la prueba T-student para muestras 
pareadas *p<0,05; **p<0,01. 	
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4.5.- La inducción de la señal forward en BMSC activa una ruta 
paracrina de supervivencia que sostiene la viabilidad de las células LLC-
MO. 
 
 Habiendo confirmado la implicación de BAFF y APRIL en el mecanismo 
de supervivencia mediado por interacciones homotípicas entre las células LLC 
a través de Eph-ephrin B, nos planteamos si pudiese estar teniendo lugar un 
fenómeno similar en la interacción con las células del estroma de médula ósea.  
 
En primer lugar, quisimos confirmar la expresión de ambos ligandos en 
las líneas de estroma Hs5 y Hs27. Como habíamos observado al caracterizar el 
fenotipo del estroma derivado de nuestros cultivos de aspirados de médula 
ósea de pacientes de LLC, ambas líneas expresaban BAFF y APRIL  a nivel 
intracitoplásmico mientras que sólo el primero se expresaba también en la 
superficie de membrana (Figura 37-i). Dado que el co-cultivo con estroma 
modulaba la expresión de ephrinB2 en las células LLC, nos preguntamos si 
esta molécula también pudiese modificar el fenotipo de las líneas de estoma. 
En la Figura 37-ii se muestra como tras 3 días de cultivo en presencia de 
ephrinB2-Fc añadida de forma soluble, la expresión de ambos ligandos se 
incrementaba en las células Hs27, y más aún si eran co-cultivadas con células 
LLC. De forma interesante, no encontramos variaciones en la expresión de 
EphB4 ni al añadir su ligando de forma recombinante ni tras el co-cultivo. 
 
Por otro lado, recuperamos las células LLC tras estos co-cultivos y 
analizamos su expresión de los receptores BAFF-R y TACI frente a la 
expresión de ephrinB2. Como se muestra en la Figura 37-iii, encontramos que, 
en las células LLC co-cultivadas la sub-población ephrinB2high mostraba una 
expresión elevada de TACI y disminuida de BAFF-R respecto a la población 
ephrinB2int, mientras que en los cultivos de células LLC solas, establecidos 
como control, no había diferencias en la expresión de los receptores en 
relación con la expresión de ephrinB2. Esto apoyaba el posible papel de TACI 
en la ruta de supervivencia desencadenada por la señalización reverse a través 
de ephrinB2, también en la comunicación intercelular con el estroma.   
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A continuación, especulamos con la posibilidad de que la interacción 
entre ephrinB2, presente en la membrana de las LLC,  y EphB4, expresada por 
las células del estroma, pudiese generar una señal forward en éstas que diese  
lugar a un incremento en la liberación de BAFF y/o APRIL. Añadimos los 
ep
hr
in
B
2 
LLC-MO 
solas  
co-cultivo  
Hs27 
0,1 4,0 
82,4 13,5 
0,1 18,9 
69,3 11,7 
0,0 
1,0 
4,1 
94,9 
1,0 23,3 
75,5 0,2 
TACI 
BAFF-R 
i ii 
iii 
CULTIVO Hs27 
control 
ephrinB2-Fc 
co-cultivo 
- - - 
- - + 
+ - - 
 IM
F 
 B
A
FF
 i.
c 
0	
400	
800	
1200	
1600	
* 
* 
- - - 
- - + 
+ - - 
IM
F 
 A
P
R
IL
 i.
c 
0	
50	
100	
150	
* 
** 
0	
50	
100	
150	
IM
F 
 E
ph
B
4 
- - - 
- - + 
+ - - 
BAFF ic 
Hs5 
Hs27 
APRIL ic 
mBAFF 
Figura 37. La inducción de la señal forward en las células Hs27 incrementa la 
producción de BAFF y APRIL. (i) Histogramas representativos del análisis de la 
expresión de BAFF y APRIL por citometría de flujo en las líneas de estroma 
marcadas con anticuerpos conjugados directamente a fluorocromos. Para las 
tinciones intracelulares, las células se fijaron previamente en una solución 
conteniendo paraformaldehído. (ii) Las células Hs27 se estimularon con ephrinB2-Fc 
(1µg/mL) o se co-cultivaron con células LLC-MO durante 72h antes del análisis de la 
expresión de los ligandos BAFF y APRIL a nivel intracitoplásmico  y EphB4 en la 
superficie celular en el citómetro de flujo. La significancia estadística de la diferencia 
entre las medias se valoró mediante la prueba T-student para muestras pareadas 
*p<0,05; **p<0,001. (iii) Las células LLC-MO se recuperaron de los co-cultivos para 
el análisis de la expresión de ephrinB2 enfrentada a la de los receptores TACI y 
BAFF-R. Mostramos dot-plots representativos de los resultados.  	
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receptores recombinantes rhBAFF-R y rhTACI a los co-cultivos sembrados 48h 
antes, para impedir la unión de los posibles ligandos presentes en el medio de 
cultivo con sus receptores correspondientes y analizamos su efecto sobre la 
viabilidad de los linfocitos LLC (Figura 38). Como ya habíamos observado, 
ninguno de los receptores recombinantes inducían cambios significativos en la 
viabilidad de las células solas, en ausencia de BMSC y sin añadir ningún 
estímulo. De manera interesante, solo la adición de rhTACI disminuía 
significativamente la viabilidad de las células LLC respecto al co-cultivo control 
en ausencia del tratamiento de bloqueo, sugiriendo un papel relevante de 
BAFF y APRIL al interaccionar con este receptor.		
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Figura 38. El efecto pro-supervivencia de las Hs27 sobre las células LLC se 
contrarresta mediante la adición de  rhTACI. Co-cultivos de células LLC-MO y 
Hs27 así como cultivos de células LLC-MO solas, se sembraron durante 48h antes 
de la adición de las formas recombinantes de BAFF-R y TACI (0,2µg/mL) al medio 
de cultivo. La supervivencia de las LLC-MO se analizó 24h después de añadir los 
receptores en el citómetro de flujo. La figura muestra el promedio y desviación 
estándar de los experimentos con 3 muestras LLC, el porcentaje de supervivencia 
se relativizó a la condición control de células LLC solas, sin tratar, considerada 
como el 100%. La significancia estadística de las diferencias se determinó 
mediante la prueba T-student para muestras pareadas *p<0,05. 	
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Previamente habíamos mostrado como los medios condicionados 
obtenidos tras el cultivo de BMMSC estimuladas con ephrinB2-Fc o co-
cultivadas con linfocitos LLC, rescataban la viabilidad de estos últimos.  Los 
resultados anteriores sugerían que BAFF y/o APRIL eran unos de los factores 
fundamentales presentes en dichos medios. Realizamos un nuevo ensayo en 
el que recuperamos los medios condicionados por cultivos de células Hs27 
solas, estimuladas con ephrinB2-Fc o bien co-cultivadas con células LLC, y los 
añadimos a nuevos cultivos de células LLC juntos con distintos tratamientos de 
bloqueo para los ligandos. En este caso, además de los receptores 
recombinantes, empleamos anticuerpos contra BAFF y APRIL que no 
empleamos en los experimentos de co-cultivo porque pudiesen unir los 
ligandos expresados en su forma de membrana tanto por las Hs27 como por 
los linfocitos. Medios de cultivo sin tratamiento, con ephrinB2-Fc o recuperado 
de cultivos de células LLC solas, se recuperaron y añadieron a los nuevos 
cultivos como control. 
 
Como puede verse en la Figura 39, todos los tratamientos de bloqueo 
disminuían la viabilidad de las células LLC-MO cultivadas con medio 
condicionado por el cultivo de las Hs27 y más aún si éstas habían sido 
estimuladas con ephrinB2-Fc o con células LLC. Por el contrario, ni los 
receptores recombinantes ni los anticuerpos para secuestrar los ligandos, 
disminuían significativamente la viabilidad de las células LLC cultivadas con los 
medios control, que no contenían factores secretados por BMMSC. 
 
En definitiva, nuestros resultados apoyaban la existencia de un 
mecanismo en el microambiente de médula ósea, mediante el cual las células 
LLC-MO inducen la activación de la señalización forward a través de EphB4 en 
las BMSC. Esta señalización desencadena una mayor producción y liberación 
al medio de BAFF y APRIL que incrementan la supervivencia de las células 
LLC-MO principalmente a través de la unión  TACI.  
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Figura 39. La presencia de distintos tratamientos de bloqueo de la unión de los 
ligandos BAFF y APRIL inhibe el efecto pro-supervivencia de los medios 
condicionados de los co-cultivos con células HS27. Medios condicionados por el 
cultivo de células Hs27 solas, estimuladas con ephrinB2-Fc (0,2µg/mL) o co-
cultivadas con LLC-MO durante 72h, se añadieron a nuevos cultivos de células LLC 
en presencia o ausencia de rhBAFF-R, rhTACI (0,2µg/mL) , αBAFF o αAPRIL 
(0,1µg/mL). La viabilidad se analizó a las 72h en el citómetro de flujo. La figura 
muestra el promedio y desviación estándar de los experimentos con 3 muestras LLC. 
El porcentaje de supervivencia se relativizó para cada condición a su 
correspondiente control sin tratamiento de bloqueo. La significancia estadística de las 
diferencias se valoró mediante la prueba T-student para muestras pareadas *p<0,05 
**p<0,01. 
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La presente Tesis doctoral profundiza en la caracterización de la familia 
de tirosin-quinasas Eph/ephrin en el contexto del microambiente de médula 
ósea de la leucemia linfocítica crónica. Describimos por primera vez la sobre-
expresión de ephrinB2 en las células LLC obtenidas de médula ósea en 
comparación con las extraídas de la sangre periférica de los pacientes. Más 
aún, encontramos que ephrinB2 presentaba un perfil de expresión bimodal en 
las LLC-MO, existiendo una población con expresión elevada (ephrinB2high) 
altamente dependiente de las señales proporcionadas por las células del 
estroma de médula ósea. 
 
De forma relevante, encontramos que la expresión de ciertos ligandos y 
receptores dentro de la sub-familia Eph/ephrin-B, correlacionaba con distintos 
parámetros clínicos de la LLC indicativos de peor pronóstico o progresión de la 
misma. En especial, la asociación entre el patrón de infiltración medular y la 
expresión de ephrinB2 en las células LLC y EphB4 en las BMMSC, apuntaba a 
un significado funcional de esta pareja de moléculas en el establecimiento de 
un nicho hematopoyético favorable para el posterior desarrollo de la 
enfermedad. 
 
Analizamos los mecanismos de señalización desencadenados por la 
interacción entre ephrinB2 y EphB4 expresadas por los linfocitos LLC y las 
BMMSC respectivamente, así como entre las mismas células LLC 
(interacciones homotípicas). Determinamos la importancia tanto de la señal 
forward como de la señal reverse, siendo responsables de la secreción los 
factores solubles pro-supervivencia BAFF y APRIL por parte de ambos tipos 
celulares que sostendrían la viabilidad de las células LLC residentes en médula 
ósea en distintos momentos del desarrollo de la enfermedad, protegiéndolas 
tanto de la apoptosis espontánea como de la inducida por los tratamientos 
farmacológicos. 
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1.- EL PATRÓN DE EXPRESIÓN DE Eph/ephrin DIFIERE ENTRE LOS 
COMPARIMENTOS DE SANGRE PERIFÉRICA Y MÉDULA ÓSEA. 
 
Los resultados previos de nuestro grupo habían mostrado la expresión 
heterogénea de la familia Eph/ephrin en pacientes LLC en comparación con la 
encontrada en sujetos sanos  destacando la elevada expresión de ephrinA4 y 
su relación con mecanismos de migración transendotelial A pesar de su 
creciente interés, el papel de Eph/ephrin en el sistema inmune sigue estando 
poco explorado y en particular la expresión y función de estas moléculas en los 
linfocitos B (Aasheim y cols., 2000, Zamora y cols., 2006, Nakanishi y cols., 
2007). En vista del creciente número de trabajos que relacionan esta familia de 
moléculas con los mecanismos de hematopoyesis (Zhao y cols., 2006, Ting y 
cols., 2010, Nguyen y cols., 2015) parecía necesario realizar un estudio de la 
expresión y función de estas moléculas en el contexto del microambiente de 
médula ósea de la leucemia linfocítica crónica. 
 
Nuestro análisis de la expresión de la familia Eph/ephrin por qPCR en 
muestras LLC de sangre periférica y médula ósea relativizada a la de linfocitos 
B aislados de donantes sanos, mostró la ausencia de expresión en 
prácticamente todos los pacientes analizados, de ephrinB3 y de los receptores 
Eph A3, A5, A7 y A8 en ambos compartimentos celulares. Mientras que, en 
concordancia con los perfiles de expresión descritos previamente a partir del 
análisis por qPCR convencional (Alonso-Colmenar y cols., 2009), ephrinA4, 
EphA4 y EphB6 eran expresadas por todas las muestras y sus niveles de 
expresión los más elevados de toda la familia de moléculas en sangre 
periférica.  
De manera interesante, detectamos por primera vez la expresión 
significativa de los ligandos ephrinB1 y ephrinB2 en LLC así como del receptor 
EphB4. Al realizar un análisis comparativo de la expresión de Eph/ephrin entre 
ambos compartimentos celulares, los resultados mostraron que ephrinB2 se 
encontraba significativamente sobre-expresada en las células LLC-MO. La 
expresión de este ligando se identificó por primera vez en el desarrollo del 
sistema nervioso (Lu y cols., 2001) y posteriormente se demostró su 
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implicación en procesos de vasculogénesis y angiogénesis (Yuan y cols., 2004, 
Poitz y cols., 2015). Sin embargo, los trabajos sobre su función en el sistema 
inmune y en particular en la biología de los linfocitos B siguen siendo escasos. 
Ivanova y cols., identificaron por primera vez su expresión a nivel génico en 
células madre hematopoyéticas (HSC) de origen murino y humano (Ivanova y 
cols., 2002). Posteriormente otros trabajos mostraron la implicación de la 
señalización mediada por ephrinB2 en los mecanismos de migración de los 
linfocitos T de ratón en respuesta a quimioquinas aunque la expresión 
detectada en los linfocitos B era insignificante (Yu y cols., 2003). Así mismo, 
Zamora y cols., determinaron la expresión de ephrinB2 a nivel del mensajero y 
de proteína en PBLs humanos  estimulados con TNF-α y SDF1α, pero no en 
condiciones basales. Más aún, encontraron la expresión de esta molécula en 
las células B aisladas sin estimular (Zamora y cols., 2006). El análisis mediante 
citometría de flujo de la presencia de ephrinB2 en las células LLC confirmó la 
sobre-expresión en MO frente a SP pero además mostró la existencia de un 
perfil bimodal en las LLC-MO de manera que se observaba una sub-población 
con expresión muy elevada de esta molécula, ausente en las LLC-SP.  
 
La significancia de la familia Eph/ephrin en cáncer es compleja. Tanto 
receptores como ligandos pueden tanto promover como inhibir la proliferación 
de distintos tumores. Por lo que no solo un incremento en la expresión de estas 
moléculas, sino también su disminución, se ha relacionado con la progresión 
de la enfermedad. Nuestros resultados mostraron el incremento en la expresión 
de ephrinB1 y ephrinB2 en las LLC-MO de pacientes que se encontraban en 
estadios avanzado de la enfermedad según el criterio de Rai. Como ya había 
sido descrito, la elevada expresión de ephrinA4 se asociaba con  estadios más 
tempranos mientras que muestras con peor pronóstico mostraban un 
incremento en la expresión de EphB6 (Alonso-Colmenar y cols., 2009). De 
manera interesante, la expresión de EphB4 era significativamente más elevada 
en pacientes en estadios 3-4 de Rai, al contrario que en otros cánceres en los 
que la expresión de este receptor se encuentra incrementada en el origen de la 
patología mientras que disminuye durante la progresión de la enfermedad de 
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manera que disminuye su actividad supresora del tumor (Batlle y cols., 2005, 
Davalos y cols., 2006). 
 
Así mismo, la expresión de ephrinB1, ephrinB2 y EphB4, se encontraba 
incrementada en pacientes que presentaban factores con peor pronóstico 
como positividad para ZAP70 o ausencia de mutaciones en las cadenas IGVH, 
en el caso de los ligandos. El hecho de que tanto EphB4 como su único 
ligando, ephrinB2 tuviesen una expresión destacada en ciertos pacientes con 
características concretas, sugería que su interacción podría ser relevante en el 
desarrollo de la patología. 
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2.- EL PAPEL DE ephrinB2 EN EL NICHO TUMORAL DE MÉDULA ÓSEA 
EN LA LLC 
 
La expresión diferencial que ephrinB2 mostraba en las células LLC-MO 
indicaba que podría tener un papel importante dentro del nicho tumoral de 
médula ósea en esta enfermedad. De forma sorprendente, el cultivo  en medio 
completo de las LLC-MO disminuía la expresión en membrana del ligando en la 
población mayoritaria con una expresión ephrinB2int y la sub-población 
ephrinB2high prácticamente desaparecía. De manera similar, Zamora y cols.,  
habían observado la caída en la expresión de ephrinB2 en linfocitos B aislados 
de sangre periférica, estimulados in vitro con αIgM durante 3-6 horas (Zamora y 
cols., 2006). Aunque este trabajo atribuía la disminución en la expresión al 
estímulo a través del BCR, no mostraban los efectos del propio cultivo sobre la 
misma por lo dicha caída en la expresión en membrana podría deberse no a la 
estimulación sino mas bien a la perdida de señales al aislar la población de 
linfocitos B de otros tipos celulares. 
 
De manera interesante, el co-cultivo con BMMSC incrementaba la 
expresión de ephrinB2int y recuperaba el fenotipo ephrinB2high en las LLC de 
MO, de acuerdo con el trabajo de Okubo y cols., quienes habían mostrado que 
la expresión de ephrinB2 en una línea de células madre hematopoyéticas 
dependientes de estroma y en  HSC primarias, era claramente dependiente del 
contacto con células de estroma con expresión elevada de EphB4 (Okubo y 
cols., 2006).  
 
La caracterización inmunofenotípica de la sub-población ephrinB2high 
mostró que presentaba características diferenciales respecto a la población 
LLC mayoritaria. Entre ellas destacaban el incremento en la expresión de las 
integrinas α4β1, αLβ2 y de otras moléculas de adhesión como CD44, así como 
de CD38 y Bcl2. Mientras que observamos menor presencia del receptor 
CXCR4,  características compatibles con un fenotipo de retención en el nicho 
medular. En concordancia con estos resultados, el cultivo de las células LLC-
MO sobre fibronectina o los ligandos de las integrinas VCAM-1 o ICAM-1, 
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recuperaba los niveles de expresión de ephrinB2 encontrados en las células 
recién aisladas de médula ósea, pero no de sangre periférica, incrementando a 
su vez la viabilidad de las primeras. Estos datos sugerían que la señalización a 
través de ephrinB2 pudiese dar lugar a mecanismos de adhesión mediados por 
integrinas como ya había sido sugerida por Meyer y cols., al analizar la función 
de esta molécula en relación con los procesos invasivos de las células 
malignas de melanoma (Meyer y cols., 2005). Así mismo, se ha descrito la 
relación entre ephrinB2 y la integrina α4β1 en pacientes de leucemia linfocítica 
aguda con peor pronóstico (Shalapour y cols., 2011). 
  
La adición al medio de cultivo de las quimioquinas BAFF, APRIL y 
CXCL12 tuvo el mismo efecto que los ligandos de integrinas sobre la viabilidad 
de las células LLC y su expresión de ephrinB2. Mientras que, confirmando lo 
observado por Zamora y cols., aunque αIgM y CD40L sí sostenían 
parcialmente la viabilidad de las células LLC, no afectaban a la expresión del 
ligando. Más aún sólo en los cultivos en presencia de VCAM-1, BAFF y APRIL 
encontrábamos células ephrinB2high, lo que afianzaba la idea de que esta sub-
población era muy dependiente del contacto con otros tipos celulares con 
elevada expresión de estos ligandos. EphrinB2 podría ser una molécula 
fundamental en distintos mecanismos de supervivencia o proliferación 
dependientes de la adhesión e interacción con las BMMSC del nicho tumoral.  
 
El componente proliferativo dentro de la LLC se corresponde a un 1% de 
la masa tumoral total y se encuentra restringido a una regiones concretas 
dentro del nicho tumoral denominadas pseudofolículos o centros proliferativos. 
Estudios previos habían descrito como las células LLC albergadas en estas 
estructuras e identificadas mediante el marcador de proliferación Ki67, poseían 
distintas características inmuno-fenotípicas respecto a las células circulantes 
en sangre periférica como elevada expresión de CD23 y CD38 (Schmid y cols., 
1994) (Granziero y cols., 2001, Soma y cols., 2006) y disminución del receptor 
de CXCL12, CXCR4 (Bennett y cols., 2007). Dado que en las células 
ephrinB2high habíamos encontrado la sobreexpresión de CD38 y una menor 
presencia de CXCR4 en su membrana, nos planteamos que pudiesen 
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corresponder a una sub-población residente en médula ósea con alta 
capacidad de autorrenovación responsable del inicio de la patogenia y del 
mantenimiento de la enfermedad. Sin embargo, nuestros resultados mostraron 
que las células Ki67+ encontrado en nuestras muestras se encontraba dentro 
de las células ephrinB2int. Sin embargo, Bennett y cols., también mostraron que 
no existe una relación directa entre la expresión de CD38 y la de Ki67 y más 
aún el marcador de proliferación estaba ausente en las células con una 
expresión mas elevada de CD38. Así mismo, estos autores defienden que las 
células en reposo expresan altos niveles de CXCR4, lo que les permite migrar 
hacia los pseudofolículos en respuesta a la expresión de CXCL12 por parte de 
las células del estroma. Sin embargo,  una vez que las células LLC contactan 
con las BMMSC, la expresión del receptor disminuiría previamente a la re-
entrada de las células en el ciclo celular. La inhibición de la unión con CXCL12  
mediante el uso de péptidos específicos contra CXCR4 bloquea los efectos  
migratorios y anti-apoptóticos apoyando la importancia de esta interacción 
(Burger y cols., 2005). Nuestras observaciones de secciones de médula ósea 
de pacientes mostraron que las células con elevada presencia de ephrinB2 en 
membrana en contacto con BMMSC EphB4+, no expresaban Ki67. Por ello, se 
trata de una población quiescente en la que otros estímulos, sin concretar aún, 
independientes del contacto con BMMSC, podrían inducir la proliferación 
acompañada de una caída en la expresión de ephrinB2. De acuerdo con los 
trabajos de Purroy y cols., observamos que la estimulación conjunta a través 
del BCR y CD40L potenciaba la división de células LLC-MO en co-cultivo con 
BMMSC (Purroy y cols., 2015), encontrando que las células en división 
presentaban una expresión intermedia de ephrinB2. 
Todas estas evidencias apoyan la idea de que, también en la LLC,  la 
población en la que tiene lugar el primer evento oncogénico podría 
corresponderse con  HSC CD34+ CD38- que no expresan CD19 ni CD5, 
(Kikushige y cols., 2015) al contrario que las LLC-MO ephrinB2high. Estas 
células poseerían anomalías intrínsecas que las predispondrían a la 
generación de múltiples clones LLC. Posteriormente, uno o unos pocos de 
estos clones serán seleccionados en un proceso en el que es fundamental la 
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interacción antigénica con el BCR. De esta manera, se sostiene la importancia 
en el desarrollo de la patogenia de la LLC, del reconocimiento de las LLC, de 
determinados antígenos y auto-antígenos, que conduciría a la existencia de un 
repertorio restringido del BCR, característico de las células LLC en un proceso 
en el que tendrían un papel relevante células del estroma (Murray y cols., 2008, 
Zenz y cols., 2010). Así mismo, esta población de HSC cancerígenas podrían 
presentar una mayor resistencia a los tratamientos quimioterapéuticos 
frecuentes enfocados contra células B de estadios avanzados de maduración 
(rituximab, fludarabina, bendamustina, ciclofosfamida). De manera interesante, 
se ha descrito recientemente la elevada expresión de ephrinB2 en HSC 
murinas CD34+ CD38-  (Nguyen y cols., 2015) lo que contribuye a no descartar 
un posible papel de esta molécula  en el inicio de la patogenia en la LLC a 
partir de esta población celular.  
En definitiva, nuestros resultados nos permitían descartar que la sub-
población ephrinB2high, tuviese una mayor capacidad proliferativa que 
permitiese la regeneración de la masa tumoral a partir de la misma. Sin 
embargo, al analizar la capacidad de adhesión de las LLC-MO a las BMMSC in 
vitro observamos que sólo las ephrinB2high interaccionaban de forma estable 
con el estroma. Estos datos afianzaban la idea de que estuviésemos ante una 
sub-población residente en médula ósea con una capacidad diferencial de 
resistencia a los fenómenos de apoptosis mediados por adhesión. 
  
Discusión 	
113 
 
3.- CARACTERIZACIÓN DE LOS TIPOS CELULARES Y DE LAS 
INTERACCIONES ENTRE LOS MISMOS QUE CONFORMAN EL 
MICROAMBIENTE DE MÉDULA ÓSEA EN LA LLC. PAPEL DE EphB4.  
 
La importancia de las interacciones entre las células LLC y otros tipos 
celulares de su entorno, se ha incrementado sensiblemente en los últimos años 
ganando relevancia la idea de que ciertas células en concreto son 
responsables de la regulación de la supervivencia, proliferación y homeostasis 
de las células tumorales. De forma significativa, estas relaciones podrían 
desencadenar tanto el inicio de la enfermedad como mecanismos que 
proporcionasen resistencia frente a la apoptosis inducida por fármacos. Más 
allá, otro de los interrogantes más importantes que se han abierto en relación al 
nicho medular en esta enfermedad es la posibilidad de que las propias células 
LLC puedan modificar el microambiente a su favor (Burger, 2011). 
 
Dado que ephrinB2 era la molécula predominantemente expresada por 
las células LLC-MO era lógico pensar que sus receptores también se 
encontrarían en el nicho medular. A pesar de la conocida promiscuidad de esta 
familia de moléculas, ephrinB2 interacciona preferentemente con EphB4 
(Pasquale, 1997). En BMMSC el papel de EphB4 ha sido descrito 
principalmente en fenómenos relacionados con la osteogénesis (Zhao y cols., 
2006, Arthur y cols., 2011, Matsuo y cols., 2012). Sin embargo, en los últimos 
años ha crecido el número de trabajos que otorgan a EphB4, expresada por las 
BMMSC, la capacidad de sostener la población de HSC, en parte modulando la 
expresión de ephrinB2 en las mismas, así como de regenerar un nicho 
hematopoyético funcional (Okubo y cols., 2006, Nguyen y cols., 2015). Así 
mismo,  Anam and Davis se propusieron analizar en profundidad qué rutas de 
señalización podían desencadenarse por la interacción entre HSC y BMMSC 
(Anam y cols., 2013). Su análisis mediante RT-qPCR de la expresión 
diferencial entre ambos tipos celulares de receptores tirosin-quinasa, 
receptores anclados a proteína-G y receptores de citoquinas, mostró la sobre-
expresión de EphB4, y A1,A2, A4 y A7 aunque en una magnitud muy inferior, 
en BMMSC respecto a los niveles de ARNm encontrados en HSC. Nuestros 
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resultados mostraron la expresión de EphB4 en las células mesenquimales de 
la LLC tanto in vivo como in vitro.  
 
El estroma de médula ósea de la condición sana está compuesto por 
distintas poblaciones celulares. La ocurrencia de un síndrome linfoproliferativo 
puede alterar la estructura del nicho de médula ósea de distintas formas 
dependiendo del tipo de linfoma. En el caso de la LLC, el estroma original es 
mayoritariamente reemplazado al producirse la expansión clonal del tumor. Al 
contrario que en otras patologías, como el linfoma folicular, en el que los 
agregados linfoides se desarrollan, al menos al inicio de la infiltración, en 
contacto estrecho con las células reticulares del estroma pre-existente (Vega y 
cols., 2002). La población estromal mayoritaria extraída de pacientes de LLC 
se corresponde con células mesenquimales CD45-, STRO-1+, CD90+, CD73+ 
fundamentalmente (Kurtova y cols., 2009), al contrario que en otros casos 
como el linfoma de células grandes en los que predominan células NLCs 
CD68+ (Ruan y cols., 2006). Nuestros análisis corroboraron este fenotipo tanto 
en BMMSC obtenidas de muestras de pacientes LLC como de donantes sanos. 
Existe cierta controversia respecto a las diferencias fenotípicas y a la 
capacidad protectora entre BMMSC sanas y las extraídas de diferentes 
patologías hematológicas. Aunque se ha descartado que las BMMSC tengan 
su origen en el mismo clon malignizado que las células LLC así como que 
posean anomalías citogenéticas propias de ciertas patologías hematológicas 
(Campioni y cols., 2012), otros trabajos atribuyen al estroma LLC 
características intrínsecas, como una capacidad alterada en la secreción de 
citoquinas, que permiten que sostengan preferentemente la viabilidad de las 
células LLC en el nicho de médula ósea (Pontikoglou y cols., 2013). Así mismo, 
los ensayos funcionales in vitro con BMMSC de ambas procedencias, también 
muestran resultados contradictorios en distintos trabajos respecto a la 
capacidad protectora de estas células sobre linfocitos LLC o sanos (Trimarco y 
cols., 2015). Posiblemente, estas discrepancias puedan deberse a la ausencia 
de un criterio establecido para el aislamiento de la población mesenquimal y 
seguidamente del sistema de co-cultivo. Por lo que  cada trabajo presenta 
diferencias en relación al grado de confluencia de las BMMSC y al tiempo de 
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co-cultivo hasta el análisis de la supervivencia. De forma relevante, nuestros 
resultados destacan la importancia de la presencia de las LLC en el co-cultivo 
con BMMSC. Para la expansión de las BMMSC-LLC, los linfocitos LLC se 
mantuvieron en el cultivo durante 2-3 semanas, mientras que, por el contrario, 
el establecimiento de los cultivos de BMMSC de donantes sanos se realizó en 
ausencia de células LLC. En estas condiciones, la capacidad protectora de las 
BMMSC-LLC era mucho mayor que las de las BMMSC-sanas, sin embargo, si 
éstas se pre-cultivaban con células LLC con elevada expresión de ephrinB2 su 
capacidad de sostener la supervivencia aumentaba significativamente. Estos 
resultados evidencian la capacidad de las LLC para modificar otros 
componentes del microambiente en su favor. Cada vez hay más trabajos que 
tratan de esclarecer los mecanismos por los que las células tumorales son 
capaces de modular las propiedades del nicho. Nuestros resultados resaltan el 
papel de la interacción a través de ephrinB2, expresada por las LLC-MO, y 
EphB4 presente en la membrana de las BMMSC. El contacto entre ambos tipos 
celulares incrementaba la producción de citoquinas como BAFF y sobre todo 
APRIL, así como del ligando de VLA-4, VCAM-1, de forma similar a lo descrito 
por Lwin y cols., generándose un microambiente dentro del nicho tumoral que 
alberga  una población de células LLC con mayor resistencia a la apoptosis 
(Lwin y cols., 2009). Queda evidenciada la importancia en este proceso de los 
contactos intercelulares pero también de los factores solubles secretados como 
consecuencia de los mismos. Recientemente, Paggetti y cols., han descrito un  
mecanismo mediante el cual las células LLC liberan exosomas que  
interaccionan con BMMSC a través de proteoglicanos y moléculas específicas 
de la superficie de membrana como ICAM-1 (Paggetti y cols., 2015). Al ser 
incorporados, liberan su contenido compuesto de proteínas, RNAs y miRNAs 
específicos, induciendo en ellas cambios fenotípicos que activan rutas que 
tienen como consecuencia la liberación de citoquinas pro-inflamatorias. 
 
 EphB4 se encuentra sobre-expresada en las células del estroma de 
pacientes LLC frente al de individuos sano. Sin embargo, su expresión no se ve 
alterada ni por el co-cultivo con linfocitos LLC ni por estímulos inflamatorios 
como ya había sido descrito por otros autores (Zamora y cols., 2006). Por 
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tanto, no podemos decir que su sobre-expresión es consecuencia de la 
expansión del clon LLC, aunque estas evidencias sí permiten otorgar a EphB4 
un papel constante dentro del nicho tumoral LLC permitiendo que este receptor 
interaccione con las células LLC con expresión destacada de ephrinB2.  
 
Durante años se han hecho múltiples esfuerzos para tratar de asociar la 
población mesenquimal de médula ósea con alta plasticidad y potencial de 
diferenciación, con un conjunto de marcadores fenotípicos concretos. A pesar 
de haberse acordado qué moléculas debían ser o no ser expresadas por estas 
MSC (Dominici y cols., 2006), se plantea el problema de que moléculas como 
CD73, CD90 y CD105 son expresadas por múltiples tipos celulares.  De forma 
añadida, distintos autores resaltan la heterogeneidad dentro de las BMMSC, 
entre distintos donantes e incluso dentro del mismo individuo. Ciertas 
variaciones podrían evitarse estableciendo criterios a la hora de la toma de la 
muestra, el origen de la misma o el sistema de cultivo. Sin embargo, cada vez 
más autores defienden que existe una heterogeneidad intrínseca a cada 
muestra que permite la existencia de distintas sub-poblaciones que a su vez 
son claves en los beneficios que estas células proporcionan en su 
microambiente (Phinney y cols., 2013). Tratar de definir combinaciones de 
marcadores que permitan identificar sub-poblaciones de BMMSC con distinta 
capacidad funcional es uno de los grandes retos abiertos en este campo. En 
relación con esto, nuestros resultados mostraron la  importancia de aquellas 
BMMSC con las que contacta selectivamente la población LLC-MO 
ephrinB2high.  
 
En vista del papel preferente que tanto EphB4 como ephrinB2 parecían 
tener un papel en el establecimiento del nicho de médula ósea quisimos 
analizar la expresión de ambas moléculas en función del patrón de infiltración 
medular, uno de los factores pronóstico que se describieron primeramente en 
la LLC (Pangalis y cols., 1984, Rozman y cols., 1984). De forma relevante, la 
proporción de BMMSC EphB4+ disminuía significativamente en las biopsias de 
pacientes con un patrón de infiltración difuso. En el caso de la expresión de 
ephrinB2 en las células LLC, no sólo encontramos que la expresión se 
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incrementaba en los casos de infiltración nodular o intersticial sino que el 
porcentaje de la sub-población ephrinB2high también era mayor en estas 
condiciones y en concordancia, el porcentaje de células  ephrinB2high  
correlacionaba de forma inversa con el grado de infiltración (%LLC). Más aún, 
al igual que el tipo de infiltración, junto con otros parámetros, se ha 
considerado tradicionalmente para determinar una posible necesidad de 
tratamiento por evolución de la enfermedad, nuestros resultados mostraron que 
esta sub-población también estaba incrementada en aquellos pacientes que 
necesitaban tratamiento tras la muestra. Por tanto, el porcentaje de ephrinB2 
podría ser considerado en un futuro de aplicación en la clínica como marcador 
pronóstico asociado al patrón de infiltración. De forma interesante, las células 
ephrinB2high también se veían enriquecidas respecto a la masa tumoral total en 
los pacientes después de recibir tratamiento. Por lo que esta sub-población  
podría tener un significado funcional dentro del microambiente, siendo 
fundamental en el establecimiento del nicho tumoral al inicio de la enfermedad 
y responsable de la regeneración de ésta tras los tratamientos.  
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4.- PAPEL DE  LA SEÑALIZACIÓN EphB4-ephrinB2 EN EL NICHO 
TUMORAL DE LA LLC 
 
La familia de tirosin-quinasas Eph/ephrin desempeña su función a través 
de interacciones célula-célula que generan mecanismos de adhesión-repulsión 
que a su vez regulan la migración de las células y la organización espacial de 
distintos tipos celulares en los tejidos (Pasquale, 2005)(Pasquale, Nat Rev Mol 
Cell Biol 2005). Una vez identificados en el microambiente de médula ósea, el 
tándem EphB4-ephrinB2 eran unas candidatas perfectas para formar parte de 
los mecanismos que regulan la interacción de las células LLC dentro del nicho 
tumoral.  
 
La interacción entre Eph-ephrin da lugar a una señalización 
bidireccional, de forma que puede desencadenarse una señal forward hacia el 
interior de la células que porta el receptor, y una señal reverse en la célula que 
expresa el ligando en su membrana (Pasquale, 2008) con distintos efectos en 
función del tipo y contexto celular. Se ha descrito que la interacción entre 
receptor y ligando puede dar lugar a repulsión celular, de manera que o bien 
ciertos mecanismos de endocitosis promueven la internalización de ambos, o 
bien por procesamiento proteolítico se eliminan los dominios extracelulares de 
las proteínas implicadas. Sin embargo, en algunos contextos celulares los 
complejos Eph-ephrin son muy estables y generan una prologada señal 
bidireccional que promueve la adhesión. A pesar de que en el caso de la  
interacción entre EphB4 y ephrinB2, distintos trabajos muestran su implicación 
en fenómenos de repulsión celular regulando el desarrollo de los circuitos 
neuronales o la vasculogénesis (Lu y cols., 2001, Fuller y cols., 2003) nuestros 
resultados indican el papel fundamental de este tándem en la adhesión de las 
células LLC a componentes del estroma en el contexto de médula ósea de la 
LLC.  
 
Los ensayos de las células LLC-MO en cultivo con proteínas 
recombinantes Eph/ephrin, mostraron que EphB4-Fc inmovilizada sobre la 
superficie de cultivo, y ephrinB2-Fc en menor medida, incrementaban 
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significativamente la viabilidad de las células. Sin embargo, la adición de 
ambas proteínas recombinantes de forma soluble a los cultivos disminuía la 
supervivencia. Así mismo, el co-cultivo con BMMSC con expresión de EphB4 
incrementaba la viabilidad in vitro de las LLC. Al pre-incubar las células LLC 
con EphB4-Fc, antes de añadirlas sobre el cultivo de BMMSC, no 
observábamos los efectos pro-supervivencia de éstas. Sin embargo, el 
tratamiento previo de las células de estroma con ephrinB2-Fc incrementaba su 
capacidad protectora así como la adhesión entre ambos tipos celulares. Este 
resultado evidenciaba que los tratamientos con las proteínas recombinantes 
bloqueaban la interacción intercelular pero no podíamos descartar que 
ejerciesen una señalización sobre la célula estimulada. En concreto, mostraba 
el papel de la inducción de la señal forward en el estroma como un nuevo 
mecanismo para sostener la supervivencia de las LLC.  
 
De forma relevante, el silenciamiento de la expresión de ephrinB2 en las 
células LLC-MO mediante siRNA disminuía significativamente la viabilidad del 
cultivo en ausencia de estímulos exógenos y también de aquellas co-cultivadas 
con BMMSC. Del mismo modo, al silenciar la expresión de EphB4 en las líneas 
de estroma, perdían su capacidad de sostener la supervivencia de las células 
LLC.  Por tanto, confirmábamos los resultados de lo tratamientos de bloqueo 
con las proteínas recombinantes y la hipótesis de que  la señalización reverse 
a través de ephrinB2 en las células LLC-MO tiene un papel relevante en su 
supervivencia. 
 
La señalización forward activada por la unión de ephrin al receptor 
correspondiente, fue considerada durante mucho tiempo como un mecanismo 
de supresión tumoral, debido a la baja actividad de los receptores Eph con 
elevada expresión en numerosas líneas tumorales (Noren y cols., 2006, 
Pasquale, 2008, Kumar y cols., 2009). De forma añadida, la inducción de la 
señalización forward mediante estimulación con proteínas de fusión 
correspondientes a los ligandos ephrin inhibía la proliferación, supervivencia y 
migración de diversas células cancerígenas, además de frenar el crecimiento 
tumoral en modelos de ratón (Noren y cols., 2007). Más aún, se ha 
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demostrado que una forma dominante negativa del receptor EphB4, es capaz 
de promover la proliferación en un modelo de cáncer colorrectal (Dopeso y 
cols., 2009). Sin embargo, las células tumorales pueden emplear distintos 
mecanismos para minimizar los efectos de regulación negativa sobre 
proliferación y supervivencia de la señal forward, y hasta en ciertos contextos 
celulares, los receptores Eph activados por sus ligandos pueden perder la 
capacidad supresora y adquirir habilidades oncogénicas (Yang y cols 2006). De 
acuerdo con nuestros resultados, el silenciamiento de la expresión de EphA2 y 
EphB4 mediante siRNA tiene como consecuencia la represión de la actividad 
tumoral in vitro e in vivo (Kumar y cols., 2009). Así mismo, otros autores han 
mostrado como la estrategia de impedir la interacción EphB4-ephrinB2, 
mediante fragmentos del dominio extracelular de EphB4 capaces de bloquear 
ambas señales, inhibe el crecimiento tumoral, al menos en parte disminuyendo 
la angiogénesis (Martiny-Baron y cols., 2004, Kertesz y cols., 2006).  
 
Nuestras aproximaciones experimentales se han centrado en determinar 
la importancia de las interacciones en trans entre ephrinB2 y EphB4. Sin 
embargo, no permiten descartar interacciones en cis entre receptores y 
ligandos expresados en la membrana de una misma célula. Este tipo de 
interacciones han sido descritas en distintas familias de receptores en el 
sistema nervioso y en el sistema inmune, como mecanismos que atenúan los 
efectos de las interacciones en trans, pero siguen estando poco estudiados 
(Nitschke, 2009, Ware y cols., 2011, Yaron y cols., 2012). A pesar de la 
importancia de la familia Eph/ephrin en cáncer, este tipo de interacciones 
prácticamente no han sido estudiadas en este contexto. De manera 
interesante, Falivelli y cols., encontraron que la co-expresión de ephrinB2 en 
líneas tumorales de mama y pulmón inhibía la unión de la proteína 
recombinante ephrinB2 a la superficie de estas células, así como la 
fosforilación del receptor EphB4 inducida por ephrinB2-Fc (Falivelli y cols., 
2013). Más aún, la interacción en cis de ephrinB2 con EphA3 también inhibía la 
activación de este, a pesar de que su interacción en trans no es posible. Por 
tanto, es posible que en algunos casos en los que el ligando no puede 
interaccionar con un receptor concreto a través de su dominio de unión a 
Discusión 	
121 
 
ephrin, sí sea capaz de regular su actividad mediante asociaciones en cis con 
otro dominio proteico. Estas consideraciones deben tenerse en cuenta en 
futuras interpretaciones de la señalización derivada de la interacción entre Eph 
y ephrin en un contexto tumoral. 
 
Como hemos mostrado previamente, nuestros resultados indicaban un 
papel preferente de la sub-población ephrinB2high en el contacto con las células 
del estroma de médula ósea EphB4 positivas. Sin embargo, debido al bajo 
porcentaje de estas células y a su alta dependencia de señales extrínsecas, 
resultaba difícil atribuirle la capacidad de sostener la viabilidad del grueso de la 
población LLC. Más aún, la mayoría de las células tumorales se encuentran 
circulantes en sangre periférica y de forma añadida, el análisis histológico de la 
acumulación de células LLC en órganos linfoides secundarios muestra que, a 
pesar de la ocurrencia de otros tipos celulares como células T o componentes 
del estroma, los linfocitos LLC interaccionan preferentemente entre ellos. 
Parece lógico pensar que debe existir algún mecanismo independiente del 
contacto con BMMSC que permita la expansión del tumor.  
 
Dado que tanto ephrinB2 como EphB4 eran expresadas por las LLC-
MO, planteamos la hipótesis de que la interacciones homotípicas entre ellas 
mismas a través de estas moléculas pudiesen sostener la supervivencia de la 
masa tumoral.  
 
A pesar del gran número de trabajos que se han centrado en investigar 
las posibles interacciones de las LLC con otros tipos celulares, el análisis de las 
interacciones homotípicas ha recibido poca atención. Sin embargo, ya Pettit y 
cols., mostraron la implicación tanto de factores solubles, sin especificar, como 
de los contactos célula-célula aunque no fueran estables a lo largo del tiempo 
de cultivo, en la supervivencia de las LLC en cultivos con alta densidad celular 
(Pettitt y cols., 2001). Más recientemente, otros autores han incidido sobre la 
importancia de las interacciones homotípicas con un papel diferencial frente a 
las interacciones con otros componentes del microambiente (Hutchinson y 
cols., 2014). En este trabajo, los autores describen cambios morfológicos en 
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las células LLC en cultivo, mostrando el reordenamiento de los filamentos de 
actina dando lugar a  extensas prolongaciones, frente al aspecto de estas 
células en sangre periférica con una morfología globular y pequeñas 
vellosidades en la superficie. Estos cambios se diferenciaban de aquellos 
observados en la interacción de las células LLC con otros tipos celulares como 
linfocitos T o NLCs (Schrottner y cols., 2009) o inducidos por la presencia de 
quimioquinas como CXCL12 en los que las células adquirían una forma más 
elongada. Así mismo, muestran la formación de agregados compuestos 
únicamente de células LLC que se encontraban en equilibrio dinámico en el 
cultivo, puesto que las células interaccionaban entre sí de forma frecuente pero 
transitoria, movimientos que se han descrito en procesos del desarrollo normal 
de linfocitos B (Carrasco, 2010). De forma interesante, la morfología de las LLC 
en secciones de ganglios linfoides o médula ósea se asemejaba mucho más a 
la encontrada en los cultivos. De acuerdo con estos resultados, nosotros 
observamos la formación de pequeños agregados en los cultivos de células 
LLC-MO, pero no en los de LLC-SP, en los que encontramos acumulación de 
ephrinB2 en los sitios de contacto.   
 
Hutchinson y cols., muestran la elevada expresión de la quinasa ABL1 
en las células LLC y su implicación en estos fenómenos mediante la interacción 
con F-actina. La inhibición de su actividad mediante imatinib era capaz de 
revertir los cambios en las LLC que recuperaban la morfología globular, pero 
sólo parcialmente la respuesta de las LLC a quimiotaxis. Por otro lado, se ha 
comprobado que los efectos terapéuticos de los tratamientos con otros 
inhibidores como los de las BTK, implican movimientos de ciertas poblaciones 
celulares entre la sangre y los tejidos linfoides (Ponader y cols., 2012), 
afianzando el papel de estas moléculas en las interacciones y migración de las 
LLC. Estos resultados apoyan el posible papel de rutas de señalización 
activadas por tirosin quinasas en la supervivencia mediada por las 
interacciones homotípicas entre las células LLC.  
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5.- RELACIÓN DE  LA SEÑALIZACIÓN EphB4-ephrinB2 CON OTRAS 
RUTAS IMPLICADAS EN LA SUPERVIVENCIA DE LAS LLC. 
IMPORTANCIA DE LA FAMILIA BAFF 
Aunque la señalización bidireccional desencadenada a través de 
receptor y ligando es el mecanismo de acción mejor estudiado de la familia 
Eph/ephrin, algunas de las respuestas observadas en determinados contextos 
celulares podrían explicarse por la relación de estas moléculas con otras 
moléculas expresadas en la superficie celular. De esta manera, los receptores 
Eph podrían ejercer su función incluso en ausencia de la interacción con los 
ligandos ephrin correspondientes. Más aún, una de las hipótesis más 
aceptadas defiende que la baja intensidad de la señal forward junto con la 
comunicación con otras rutas oncogénicas, puede ser el desencadenante de 
procesos tumorigénicos (Pasquale, 2008). 
 
Entre los distintos mecanismos descritos, destaca la capacidad de 
miembros de la familia de receptores del EGF para estimular EphA2 
promoviendo la proliferación celular (Larsen y cols., 2007, Brantley-Sieders y 
cols., 2008) o la asociación y efectos sinérgicos de receptores del factor FGF y 
EphA4, de forma que el primero induce la fosforilación del receptor Eph 
impidiendo la unión de ephrinB1 (Arvanitis y cols., 2008, Arvanitis y cols., 
2012). Así mismo, otros estudios han revelado la relación con las proteínas de 
la ruta de señalización Wnt, implicada en la tumorogénesis del cáncer 
colorrectal, activando tanto la vía canónica como la no-canónica (Batlle y cols., 
2005). La e-cadherina es un mediador fundamental en los mecanismos de 
adhesión intercelular o a componentes de la matriz extracelular. De manera 
recíproca, los receptores Eph y esta proteína regulan su localización en la 
superficie celular promoviendo o impidiendo dichas uniones (Cortina y cols., 
2007). De manera interesante, también existe una relación recíproca entre los 
receptores Eph y canales de calcio como los receptores NMDA, ya que EphB2 
es capaz de promover su clusterización en las sinapsis mientras que un 
incremento en la concentración de calcio intracelular induce la degradación 
proteolítica de EphB2, en ausencia de la interacción de éste con ephrinB1 
(Yamaguchi y cols., 2004, Litterst y cols., 2007). 
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 En este trabajo describimos por primera vez la relación entre la familia 
Eph/ephrin y la supervivencia mediada por miembros de la superfamilia de 
TNFR. Existen numerosos datos en la bibliografía que apoyan el papel de los 
ligandos BAFF, APRIL y sus receptores BCMA, BAFF-R y TACI en el desarrollo 
normal de los linfocitos B y en distintas patologías hematológicas (Rickert y 
cols., 2011). En la LLC, del mismo modo que en otros trastornos 
linfoproliferativos como la leucemia linfoblástica aguda (B-ALL) (Maia y cols., 
2011), se ha descrito el papel de estas moléculas en el sostenimiento de la 
supervivencia actuando tanto a través de mecanismos paracrinos siendo 
secretadas por distintos componentes del estroma de médula ósea (Nishio y 
cols., 2005, Cols y cols., 2012) o por vía autocrina puesto que tanto los 
ligandos como los receptores son expresados por las propias LLC (Kern y cols., 
2004). 
 
A pesar de que no hay dudas de que BAFF y APRIL median la 
supervivencia de las células LLC existen datos contradictorios acerca de la 
expresión y la de sus receptores en estas células tumorales. Nuestros datos 
contradicen las afirmaciones de Haiat y cols. y Bojarska-Junak y cols. puesto 
que no encontramos expresión de BCMA en ninguno de los pacientes de 
nuestra cohorte (Haiat y cols., 2006, Bojarska-Junak y cols., 2009). En 
concordancia con los resultados de Novak y cols., detectamos la presencia de 
BAFF-R y TACI en todas las muestras analizadas, mientras que la expresión 
del primero era muy elevada en toda la población LLC, TACI se expresaba con 
menor intensidad y únicamente en un porcentaje variable de la población 
(Novak y cols., 2002). Otros autores han llegado a la conclusión de que el 
papel de BCMA en los linfocitos B maduros podría considerarse redundante en 
muchas situaciones y que su función quedaría restringida prácticamente a la 
regulación de la producción de anticuerpos por parte de las células plasmáticas 
(O'Connor y cols., 2004). De forma interesante, también confirmamos la 
expresión de las formas solubles de BAFF y APRIL a nivel intracitoplásmico así 
como su expresión en membrana en las células LLC (Kern y cols., 2004). En el 
caso de BAFF, se ha descrito que la forma soluble del ligando es procesada a 
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partir de la forma de membrana liberándose en forma de trímeros o 
agrupaciones de éstos hasta 60-mer. Mientras que BAFF-R es capaz de unir 
las formas multiméricas de BAFF, TACI únicamente reconoce los oligómeros 
de mayor tamaño o la forma de membrana, así como los homotrímeros de 
APRIL (Bossen y cols., 2008, Mackay y cols., 2008). La posibilidad de que 
APRIL se expresase en la superficie celular fue descartada durante mucho 
tiempo debido a su procesamiento proteolítico en el Golgi. Sin embargo, Maia y 
cols., describieron la existencia de dos isosformas, APRIL-δ y APRIL-ε, 
expresadas respectivamente en células B-ALL y endoteliales del estroma de 
médula ósea, generadas por splicing alternativo de forma que perdían el sitio 
de corte de la convertasa y podían ser expresadas en membrana (Maia y cols., 
2011). Nuestros resultados sugieren que las células LLC también podrían 
expresar la isoforma δ. 
 
Aunque tanto en células B de ratón como en linfocitos B humanos en 
condición sana, sí se ha descrito ampliamente la modulación de la expresión 
de BAFF y APRIL por señales producidas en el microambiente (Darce y cols., 
2007, Treml y cols., 2007, Crowley y cols., 2009, Guadagnoli y cols., 2011) esta 
posibilidad no ha sido muy estudiada en la LLC. Algunos autores han mostrado 
que, a pesar de que tanto la señalización a través del BCR como de CD40L 
incrementan la expresión de los receptores de BAFF en linfocitos B sanos, en 
la LLC sólo CD40L induce un incremento en la expresión de TACI pero 
disminuye la de BCMA y ligeramente la de BAFF-R (Guadagnoli y cols., 2011, 
Cols y cols., 2012). Nuestros resultados mostraron como la inducción de la 
señal reverse a través de ephrinB2 en las células LLC incrementaba la 
expresión de TACI en membrana, acompañada de una disminución de la de 
BAFF-R, y la producción de las formas solubles de BAFF y APRIL, a la vez que 
potenciaba significativamente la supervivencia in vitro. Por el contrario, al 
generar la señal forward a través de EphB4 únicamente observamos un 
incremento de los ligandos pero la expresión de los receptores permanecía 
constante. De forma concordante, la supervivencia en esta condición se 
incrementaba en menor magnitud. Así mismo, comprobamos que no sólo se 
incrementaba la producción de los ligandos en respuesta a las 
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señalizaciones pero también su liberación al medio. La adición de formas 
recombinantes de los receptores al cultivo, en especial de rhTACI, impedía la 
unión de los ligandos contrarrestando el efecto pro-supervivencia de la 
señalización Eph/ephrin. Así mismo, tratamientos de bloqueo de los ligandos 
con las formas recombinantes de los receptores o con anticuerpos contra los 
ligandos, inhibían los efectos pro-supervivencia de medios condicionados por 
los co-cultivos de células LLC y BMMSC.  
 
La modulación conjunta de  BAFF-R y TACI ha sido descrita en 
pacientes de inmunodeficiencia común variable, enfermedad caracterizada por 
altos niveles en el suero de los pacientes de BAFF y APRIL (Barbosa y cols., 
2014). Estos autores sugieren que la expresión de los receptores se modula en 
función de la disponibilidad de BAFF, al encontrar que  la concentración de 
este ligando en suero correlaciona inversamente con la expresión de BAFF-R 
en individuos sanos y pacientes de CVI, mientras que la expresión de TACI se 
correlaciona de forma directa con los niveles de BAFF en suero únicamente en 
los pacientes. De manera interesante muestran cómo la adición de BAFF o del 
suero de los pacientes de forma exógena al cultivo, inducía la caída en la 
expresión de BAFF-R en ambos grupos de individuos así como  la 
recuperación de ésta al retirar la citoquina del medio. Al no encontrar 
modulaciones en la expresión de TACI en respuesta a la presencia de BAFF en 
donantes sanos, sugieren que la variación de este receptor en los pacientes 
podría ser un evento secundario debido a la sobre-estimulación de estas 
células y no deberse directamente a la concentración de BAFF en sangre, 
aunque ensayos con células B de los pacientes serían necesarios para 
confirmar esta hipótesis. De forma interesante, muestran que la regulación no 
tiene lugar a nivel transcripcional sino que la interacción entre receptor y 
ligando induce la internalización del primero o bien su procesamiento en 
membrana, originando una forma soluble de BAFF-R que de alguna forma 
podría regular las altas concentraciones de BAFF en suero.  
 
Además de mostrar la importancia de la familia BAFF en el mecanismo 
de supervivencia desencadenado por las interacciones entre las propias 
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células LLC, nuestros resultados muestran que las BMMSC de cultivos 
primarios y las líneas de estroma, expresan BAFF y APRIL de forma 
intracitoplásmica así como BAFF en membrana. Además el co-cultivo con 
linfocitos LLC induce una mayor secreción de los ligandos, en concordancia 
con otros trabajos que también muestran este efecto en el estroma co-
cultivadas con células de linfoma (Lwin y cols., 2009). De forma añadida, 
indicaron que la señalización forward inducida por ephrinB2 expresada por las 
células LLC en contacto estrecho con las BMMSC, podía ser responsable del 
incremento en la producción de los ligandos.  
 
En definitiva, nuestros resultados sostenían la posible existencia de una 
ruta autocrina de supervivencia mediada por BAFF y APRIL en las LLC y 
confirman la ruta paracrina descrita por otros autores. La presencia de 
receptores y ligandos en la membrana celular podía sugerir que esta familia de 
moléculas también estuviese implicada en interacciones homotípicas célula-
célula. Sin embargo, los datos disponibles acerca de la afinidad entre 
receptores y ligandos muestran que el efecto de la forma de membrana de 
BAFF es mucho mayor en células que expresan BCMA por lo que nos 
inclinamos por pensar que en la LLC tendrían un mayor efecto las formas 
solubles de los ligandos. 
 
Con el objeto de comprobar que la inducción de la señal reverse 
incrementaba la afinidad de las células LLC por los ligandos, añadimos de 
forma exógena rBAFF y rAPRIL  a los cultivos de células señalizadas o no 
mediante EphB4-Fc o ephrinB2-Fc inmovilizadas en placa. Observamos que 
ambos ligandos potenciaban la viabilidad de las LLC en las que habíamos 
inducido la señal reverse pero no en  las que se había potenciado la señal 
forward, de acuerdo a las modulaciones de los receptores observadas. (Kern y 
cols., 2004) fueron los primeros en sugerir la existencia de una ruta autocrina 
de supervivencia mediada por BAFF y APRIL en la LLC, mediante este tipo de 
aproximación experimental. Sin embargo, su estudio muestra una respuesta 
variable a la presencia de los 2 ligandos, ya que sólo en la mitad de los 
pacientes se observaba un efecto sinérgico sobre la supervivencia y en algún 
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caso respondían preferentemente a BAFF, lo que podía explicarse por 
variaciones en la expresión de sus receptores. De manera interesante, 
nuestros resultados indicaban que la señalización reverse a través de ephrinB2 
potenciaba significativamente el efecto conjunto de ambos ligandos, por lo que, 
dada la ausencia de BCMA, apoyaban la relevancia del papel de TACI, como 
único receptor capaz de interaccionar con APRIL, en este mecanismo de 
supervivencia.  
 
Los primeros trabajos sobre TACI resaltaban el papel de esta molécula 
como posible regulador negativo de la proliferación de los linfocitos B, más que 
su capacidad para transducir señales pro-supervivencia. Esta conclusión 
derivaba del análisis de  ratones TACI-/- en los que se observaba una clara 
hiperplasia (Seshasayee y cols., 2003). Sin embargo, las primeras 
interpretaciones de este resultado sólo tenían en cuenta la forma unida a 
membrana de este receptor mientras que otros autores habían descrito que el 
procesamiento del mismo podría dar lugar a una forma soluble que al 
interaccionar con BAFF soluble impediría sus efectos pro-supervivencia, siendo 
este el mecanismo de regulación negativa más probable (Schneider y cols., 
2001). Otros autores han descartado que esta forma soluble de TACI sea 
capaz de inducir señalización al interaccionar con las formas de membrana de 
BAFF y APRIL (Nys y cols., 2013). Por tanto, la pérdida de TACI en el ratón 
knockout, suprimiría tanto las señalización a través de TACI en membrana 
como los efectos de bloqueo de BAFF de la forma soluble, de acuerdo con el 
incremento de la disponibilidad de BAFF observado en estos animales. Por otro 
lado, el papel pro-supervivencia de TACI se encuentra avalado también por su 
up-regulación en varias líneas celulares de mieloma (Novak y cols., 2004).  
 
La importancia de TACI en la LLC ha ido en ascenso en los últimos 
años.  En concordancia con nuestras observaciones, distintos autores han 
encontrado la expresión de TACI en las células LLC mostrando un patrón de 
expresión variable aunque en un bajo porcentaje de células, así como su 
capacidad de sostener la viabilidad de las LLC a través de su interacción con 
BAFF y/o APRIL (Kern y cols., 2004, Bojarska-Junak y cols., 2009, Mamara y 
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cols., 2015). Otros trabajos recientes resaltan la importancia de la interacción 
entre APRIL y TACI en LLC (Lascano y cols., 2013). 
 
En relación a qué mecanismos se desencadenan tras la interacción de 
BAFF y APRIL con sus receptores, los datos de la literatura apuntan a la 
activación constitutiva de la ruta canónica de NF-kB en la LLC, en 
contraposición a lo descrito en el caso de los linfocitos B en la condición sana 
que dependen fundamentalmente de la activación de la ruta alternativa por 
BAFF (Endo y cols., 2007). Estos autores describen como inhibidores de BAFF-
R, que solo activa la ruta alternativa, no contrarrestan la capacidad de BAFF 
para sostener la supervivencia de las LLC, mientras que si logran frenarla al 
utilizar inhibidores de BCMA y TACI que activan la ruta canónica.  Nuestros 
resultados son concordantes con este mecanismo propuesto, ya que sólo 
rhTACI añadido tanto a los cultivos de LLC solas señalizadas a través de 
Eph/ephrinB y en especial, en co-cultivo con BMMSC, induce una caída en la 
supervivencia significativa respecto a la condición control. De forma 
interesante, ni rhBAFF-R ni rhTACI afectaban significativamente la 
supervivencia de las células LLC cultivadas en ausencia de estimulación. 
Probablemente debido a la baja disponibilidad de BAFF y APRIL solubles en 
esta condición, las receptores recombinantes añadidos al cultivo interaccionen 
con los ligandos expresados en la superficie de las células LLC, pudiendo 
activar en ellas distintas señalizaciones. Mecanismos similares se han descrito 
en células de origen mieloide en las que la estimulación de mBAFF y mAPRIL 
inducía la activación de MAPK y de NFkB generando una mayor expresión de 
moléculas pro-inflamatorias (Jeon y cols., 2010, Lee y cols., 2010). 
 
En conclusión, la señalización forward a través de EphB4 y la 
señalización reverse a través de ephrinB2 son fundamentales al regular la 
disponibilidad de BAFF y APRIL en el microambiente tumoral. De manera 
destacada, ephrinB2 desempeña un papel clave al regular la afinidad de las 
células LLC por los ligandos.  
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Algunos autores han tratado de encontrar la relación entre la expresión 
de BAFF-R, TACI, BAFF o APRIL en las células LLC y algunas características 
clínicas de los pacientes (Bojarska-Junak y cols., 2009, Mamara y cols., 2015). 
Los resultados que correlacionan el porcentaje de células con expresión de 
TACI con la expresión de CD38 o ZAP70 son contradictorios entre distintos 
trabajos por causas desconocidas, aunque posiblemente sea necesaria una 
mayor cohorte de pacientes para llegar a una conclusión. De manera 
interesante se ha observado una correlación significativa entre la expresión de 
este receptor y el intervalo de tiempo transcurrido entre la necesidad de re-
iniciar tratamiento. En la LLC los niveles de APRIL en suero son mayores que 
en individuos sanos, de forma opuesta a lo que ocurre con BAFF. Pero 
además, aquellos pacientes en estadios más avanzados (3-4 Rai modificado) 
ven incrementados sus niveles de APRIL y el porcentaje de células positivas 
para la expresión de BAFF y APRIL intracitoplásmicos  es significativamente 
mayor en las muestras ZAP70+ o CD38+. Así mismo, se ha descrito cierta 
tendencia de que los pacientes con un mayor porcentaje de células BAFF+ 
presentan una mayor necesidad de recibir tratamiento. Estos datos, además de 
afianzar el papel de APRIL en la LLC, mostraban otra relación entre esta 
molécula y ephrinB2, ya que nuestros resultados habían mostrados la 
asociación de la expresión del ligando de EphB4 con estadios de riesgo 
avanzados, con pacientes que requerían tratamiento y factores de peor 
pronóstico como la expresión de ZAP70 o el estado no mutado de IGVH.  
 
Dado que distintos tratamientos contra BAFF y APRIL han sido 
aprobados recientemente para el tratamiento de distintas enfermedades 
autoinmunes mediadas por células B, TACI podría ser una nueva diana 
terapéutica para el tratamiento de síndromes linfoproliferativos B. Por tanto es 
fundamental seguir profundizando en el conocimiento de su expresión y función 
en la LLC. 
 
En definitiva, los resultados de este trabajo proponen una posible 
organización espacial y temporal del microambiente de médula ósea en la 
leucemia linfática crónica, en al menos dos nichos funcionalmente distintos en 
los que la señalización a través de EphB4 y ephrinB2 juega un papel 
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fundamental. En primer lugar, un nicho dependiente del contacto de BMMSC 
con una sub-población  de células LLC con una expresión elevada de 
ephrinB2. Esta interacción genera una señal forward a través de EphB4 en las 
BMMSC que lleva a la liberación de factores solubles pro-supervivencia, 
principalmente BAFF y APRIL, que serían capaces de sostener la 
supervivencia del clon LLC en los primeros estadios de enfermedad y durante 
las recidivas post-tratamientos. Una vez que la enfermedad se ha expandido y 
ha tenido lugar una infiltración masiva en la médula ósea, esta interacción 
pasaría a tener un papel secundario. De manera que el conjunto de la masa 
tumoral de células LLC establece su propio microambiente y se sostiene a 
través de un mecanismo autocrino de supervivencia, mediante interacciones 
homotípicas que generan una señalización bidireccional a través del contacto 
entre EphB4 y ephrinB2. Esta interacción también modula la expresión de 
receptores y ligandos de la familia BAFF en los linfocitos LLC, que regulan la 
supervivencia (Figura 40). 
 
Muchas de las diferencias observadas en relación con los efectos 
consecuencia de la interacción Eph/ephrin, puede deberse a las distintas 
señales generadas en distintos tipos celulares y a su coordinación espacio-
temporal. Continuar estudiando la implicación de la actividad de esta familia, 
más allá de la señalización bidireccional, y su relación con otras rutas de 
supervivencia es fundamental para su utilización como nuevas dianas 
terapéuticas. 
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Figura 40. Esquema-resumen de los nichos en los que se divide el 
microambiente de médula ósea a lo largo del desarrollo de la LLC determinados 
por distintas interacciones Eph-ephrin. Al inicio de la enfermedad, la viabilidad de 
las células LLC-MO es claramente dependiente de la interacción de una sub-población 
ephrinB2high  con BMMSC que expresan en su membrana el receptor EphB4 
(izquierda). El contacto entre ambos tipos celulares desencadena una señal 
bidireccional, de forma que la señal forward en las células del estroma induce un 
incremento en la secreción de BAFF y APRIL. Estos ligandos interaccionan 
principalmente con el receptor TACI, sobre-expresado en las LLC-MO tras la activación 
de la señal reverse a través de ephrinB2. Este mecanismo permite la expansión del 
clon LLC hasta llegar un punto en el que la infiltración de la médula ósea es masiva y 
las células LLC sostienen su supervivencia de manera independiente del contacto con 
el estroma, a través de interacciones homotípicas (derecha). Estas interacciones 
tienen lugar entre la mayoría de las células LLC con expresión ephrinB2int  y que 
presentan una expresión incrementadas de EphB4 en estadios avanzados de la 
enfermedad. En esta situación la señalización bidireccional promueve el mecanismo de 
supervivencia autocrino mediado por BAFF y APRIL en las LLC, incrementando la 
producción de los ligandos y la afinidad de las LLC por los mismos. 
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1. El análisis comparativo de la expresión de Eph/ephrin en las células LLC 
obtenidas de sangre periférica (SP) y médula ósea (MO) mostró la elevada 
expresión de ephrinB2 en las células leucémicas del compartimento medular, y 
su sobre-expresión en relación con la expresión en sangre periférica, lo que 
apunta a un papel específico de este ligando en el nicho de médula ósea. 
 
2. La expresión de Eph/ephrin en las LLC-MO correlaciona con distintas 
características clínicas. La elevada expresión de los ligandos ephrinB1 y 
ephrinB2, así como del receptor EphB4, en las células LLC-MO, se asocian con 
factores de peor pronóstico como ZAP70 o genes IGVH no mutados y con 
estadios de Rai avanzados. Así mismo, EphrinB1, ephrinB2 y EphA4 se 
encuentran elevadas en las células LLC de pacientes en los que el patrón de 
infiltración en médula ósea es nodular. 
 
3. Identificamos una sub-población dentro de las células LLC-MO con 
niveles muy elevados, aunque constantes, de ephrinB2 en membrana, que 
presenta características inmunofenotípicas que las diferencian de la población 
mayoritaria en MO ephrinB2int  y de las LLC-SP ephrinB2low. Destacando la 
elevada expresión de las integrinas α4β1 y αLβ2, CD44 y una presencia 
reducida del receptor CXCR4, características compatibles con un fenotipo de 
retención en médula ósea. 
 
4.  Esta sub-población de células LLC-MO ephrinB2high, no expresa el 
marcador de proliferación Ki67 pero muestra una expresión incrementada de la 
molécula anti-apoptótica Bcl2, lo que sugiere su implicación en la resistencia a 
muerte celular programada mediada por fenómenos de adhesión. 
 
5. La expresión de ephrinB2 en las LLC-MO es muy dependiente de 
señales proporcionadas por otros tipos celulares dentro del microambiente de 
médula ósea. En particular, la sub-población ephrinB2high sólo se mantiene en 
cultivo en presencia de VCAM-1, BAFF y APRIL. 
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6. Confirmamos que en la LLC el tipo celular mayoritario dentro del 
estroma de médula ósea está compuesto por células de origen mesenquimal 
(BMMSC). Estás células presentan una expresión elevada de EphB4 así como 
de moléculas relacionadas con la supervivencia como CXCL12, BAFF y APRIL, 
frente a su expresión en BMMSC obtenidas de donantes sanos. 
 
7. El porcentaje de BMMSC EphB4 positivas es mucho mayor en 
secciones de biopsias de médula ósea con un patrón de infiltración medular y 
disminuye dramáticamente en las biopsias en las que la infiltración es masiva. 
 
8. Existe una adhesión preferencial de las células ephrinB2high al estroma 
de médula ósea, mediante un mecanismo que implica la interacción con 
VCAM-1. 
 
9.  El contacto de las células LLC-MO ephrinB2high induce la señal forward 
a través de EphB4 expresada en las BMMSC, que desencadena una mayor 
liberación de los factores solubles BAFF y APRIL que se acumulan en el 
microambiente de médula ósea. 
 
10. La interacción con EphB4, activa la señal reverse a través de ephrinB2 
en las células LLC-MO, aumentando su sensibilidad por BAFF y APRIL al 
incrementar la expresión del receptor TACI.  
 
11. En estadios avanzados de la enfermedad, las células LLC-MO 
desarrollan un mecanismo de supervivencia, independiente del contacto con 
las células del estroma, sustentado por las interacciones homotípicas entre las 
mismas células leucémicas a través de EphB4 y ephrinB2.  
 
12. Las interacciones homotípicas entre las células LLC-MO activan la ruta 
autocrina de supervivencia mediada por BAFF y APRIL, de manera que la 
señal forward incrementa la producción de los ligandos y la señal reverse 
induce un aumento en la expresión de TACI.
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Introduction 
 
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common leukemia in 
adults in western countries. It is characterized by the accumulation of leukemia 
cells in peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) and, to a varying extent, 
lymph nodes (LN) and spleen (SP) (Moreno and Montserrat 2008). CLL cells 
characteristically express CD5, a T-cell related antigen, along with CD19 and 
CD23 antigens and low levels of CD20 but lack expression of CD10 in contrast 
to mantle cell lymphomas. In addition, these cells express low levels of surface 
immunoglobulins, usually IgM and/or IgD. Bone marrow (BM) infiltration occurs 
in all patients at diagnosis and in most cases represents > 30% of the cellularity 
(Hallek, Cheson et al. 2008). The pattern of infiltration can be nodal, interstitial, 
diffuse or a mixed one which can be associated with different prognosis 
(Rozman, Montserrat et al. 1984). 
 
In contrast to other lymphoproliferative disorders, there is not a CLL-
specific genomic aberration responsible of its development. However, most 
patients present genomic aberrations in the CLL cells, including but not limited 
to del13q, del11q, Trisomy 12 and/or del17p13, which influence clinical 
management and drug response. The disease is usually detected as an 
increased lymphocyte count in PB without further symptoms. However, the 
clinical course of CLL patients is extremely heterogeneous from patients who 
never require treatment, some that has to be treated at different time points 
after diagnosis and the worst prognosis group that develop anemia, 
thrombocytopenia, bulky lymphadenopathies and/or splenomegaly at short time 
since diagnosis and reduced life expectancy. Despite the new treatments that 
induce disease remission in most of the cases, CLL still remains an incurable 
disease. Indeed, nowadays there are not prognostic factors able to discriminate 
CLL patients who will eventually progress, at diagnosis. Currently, the modified 
Rai staging system (Rai and Han 1990) and lymphocyte doubling time (Molica, 
Reverter et al. 1990) are the most widely applied prognostic factors. New 
biological parameters, like expression of CD38, CD49d (Brachtl, Pinon 
Hofbauer et al. 2014) and ZAP70 (Crespo, Bosch et al. 2003) had arisen in the 
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last year as independent prognosis factors. Among them, the mutational status 
of IGVH genes in CLL cells themselves is currently the most robust predictor, 
unmutated cases associating with the worst clinical outcome (Hamblin, Davis et 
al. 1999). 
 
CLL cells accumulating in the tissues show resistance to programmed 
cell death. However, their inability to survive in vitro implies that extrinsic signals 
from the microenvironment play an important role in CLL pathogenesis (Collins, 
Verschuer et al. 1989). Growing evidence suggests that CLL cells are protected 
from spontaneous apoptosis and from conventional chemotherapy within tissue 
microenvironments such as the bone marrow and secondary lymphoid organs, 
which can pave the way to clonal evolution and relapses (Burger 2011). 
Whether direct physical contacts, between leukemia cells themselves and/or 
with other cell lineages, and/or secreted factors are responsible for the 
maintenance of CLL viability needs to be further clarified. Malignant B cells 
themselves may contribute to the creation of their own nurturing milieu, 
modifying the properties of different cellular members of bone marrow stroma in 
the process of tissue infiltration (Plander, Ugocsai et al. 2011). As such, 
disrupting the crosstalk between leukemia cells and their surrounding milieu is 
an attractive therapeutic strategy (Burger 2012).  
 
In CLL, previous studies have shown that different non-hematopoietic 
adherent cell types from BM, collectively referred to as stromal cells (BMSC), 
can protect CLL cells from spontaneous and drug mediated apoptosis in vitro 
(Lagneaux, Delforge et al. 1999) suggesting that they could play a similar role in 
the CLL microenvironment. The predominant stromal cell population in CLL BM 
is related to the mesenchymal lineage (Kurtova, Balakrishnan et al. 2009) which 
is in contrast to other B-cell lymphomas, particularly high-grade lymphomas, 
which harbor larger numbers of CD68 hemangiogenic cells (Ruan, Hyjek et al. 
2006). 
 
The Eph receptor family of tyrosine kinases and their ephrin ligands 
develop their function through physical interactions that can mediate adhesion 
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or repulsion between cell types, affecting in many instances cell survival and/or 
proliferation (Pasquale 2010). Previous results from our group had identified 
members in the CLL cells isolated from peripheral blood (Alonso-Colmenar, 
Trinidad et al. 2009), which nonetheless could play a role within BM 
interactions. Moreover, the comparative analysis between their expression in 
CLL cells from PB and BM could provide new insights to the clinical of CLL. 
Growing number of studies support a role of Eph/ephrin interactions, particularly 
the tandem EphB4-ephrinB2, in normal BM including hematopoiesis and bone 
remodeling (Anam and Davis 2013, Wang, Menendez et al. 2014, Nguyen, 
Arthur et al. 2015) further pointing to a possible role in the establishment and/or 
maintenance of BM leukemia niches. Indeed, they are likely candidates to 
mediate in the already recognized cell-adhesion mediated drug resistance 
(CAM-DR) provided by BMMSC. Since Eph/ephrin interactions can result in bi-
directional signaling, which is referred to as forward into the receptor-expressing 
cell and reverse into the ligand expressing one, cell autonomous and non-
autonomous roles should be clearly distinguished in order to block the most 
relevant one. Indeed, Eph/ephrin interactions can act as tumor suppressors or 
promoters (Pasquale 2010) raising their importance of a precise 
characterization of their action. 
 
 The role of members of the tumor necrosis (TNF) superfamily in CLL is 
increasingly relevant. Specially, BAFF and APRIL ligands and their receptors 
BAFF-R, TACI and BCMA have important function in normal B-cell biology 
(Rickert, Jellusova et al. 2011) and their dysregulation leads to autoimmune or 
lymphoproliferative disorders (Cheema, Roschke et al. 2001, Batten, Fletcher et 
al. 2004). Different authors have raised an important role in CLL, sustaining 
leukemia cells viability in a paracrine and probably autocrine fashions (Kern, 
Cornuel et al. 2004, Pontikoglou, Kastrinaki et al. 2013). 
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Objectives 
 
 To analyze the expression of the Eph/ephrin family in CLL cells obtained 
from samples of peripheral blood and bone marrow aspirates, in order to 
determine their relationship to tissue localization, disease staging or 
clinical outcome as well as their associations with prognostic factors like 
IGVH mutational status or ZAP70 expression. 
 
 To characterized the cell types that compound the bone marrow 
microenvironment in CLL, relative to the ones present in healthy 
subjects, and their expression of Eph/ephrin molecules. 
 
 To determine which Eph/ephrin interactions and signaling are involved in 
the resistance to spontaneous or drug induced apoptosis. 
 
 To determine whether Eph/ephrin interactions sustain CLL survival 
through cross-talk with other pathways having recognized roles in this 
disease like integrin’s interactions, BCR/CD40 cross-linking or 
BAFF/APRIL production.  
 
 
Results and discussion 
  
The analysis of Eph/ephrin mRNAs abundances, in CLL cells from 
peripheral blood and bone marrow showed that ephrinB2 was the main member 
of this family expressed by BM-CLL cells and more over that it was the only one 
over-expressed in this compartment relative to the peripheral blood one. 
Significantly, increased expression of ephrinB1 and ephrinB2 associates with 
samples presenting unmutated (UM) IGVH genes and ZAP70 positivity. EphB4 
followed the same tendency. EphrinB1 and ephrinB2 ligands, as well as the 
receptors EphB4 y EphB6 were increased at advanced Rai stages. Moreover, 
the expression of both ligands was elevated in patients presenting a nodal or 
interstitial infiltration pattern, the same as EphB4. These data suggest that the 
Summary  
155  
members of Eph/ephrin B subfamily could play distinct roles at different 
moments of disease progression pointing to the interaction between EphB4 and 
ephrinB2 as mediating in the establishment of the CLL related BM 
microenvironment. 
 
Flow cytometry analyses confirmed the qRT-PCR results and indeed 
showed the existence of a minor subset of BM-CLL cells with constant but 
higher levels of ephrinB2 (ephrinB2hi). The proportion of ephrinB2hi cells 
inversely correlated with the degree of BM infiltration and significantly 
decreased in BM having a massive/diffuse pattern of infiltration. Moreover, its 
proportion in the BM samples significantly associated with poor prognostic 
markers including positivity for ZAP-70 or IGVH unmutated (UM) cases. This 
subset showed distinctive immunophenotype characteristics as compared to the 
major BM-CLL population. Accordingly, we referred to them as ephrinB2 
intermediate (ephrinB2int) and high (ephrinB2high) expressing populations in the 
BM and as ephrinB2 low (ephrinB2low) to that in the PB. Interestingly, 
ephrinB2high cells differed from the bulk of CLL cells in BM (ephrinB2int) and 
those from the PB (ephrinB2low) in expression of several molecules that can be 
associated with adhesion dependent drug resistance. Thus, ephrinB2high had 
increased expression of α4, αL and the corresponding β2 and β1 integrin chains 
and of CD44 as well and a decreased expression of CXCR4 which could be 
compatible with a BM retention phenotype. Surprisingly, ephrinB2high cells 
lacked expression of the proliferation marker Ki67, discarding them as a 
proliferating pool, but more likely associating with increased capability to 
apoptosis resistance due to their increased expression of Bcl-2. 
 
On the basis of these results, CLL cells from BM or PB were cultured in 
the presence of different molecules related to their survival within the 
microenvironment. The CLL cells from both tissue compartments showed 
improved viabilities in the presence of CXCL12 or BAFF/APRIL ligands while 
only BM samples were rescued by fibronectin or integrin ligands followed by 
varying degrees of elevated ephrinB2 expression compared to its falls upon the 
control culture conditions without any stimuli. Moreover, we found that 
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ephrinB2high cells of BM samples were only present after culture onto VCAM-1 
or through BAFF/APRIL highlighting that this CLL subset and/or phenotype, in 
contrast to the bulk of ephrinB2int CLL cells in BM, suggesting that they could 
be more dependent on adhesive interactions with other cell lineages. 
 
BM-CLL cells aggregates were observed after several days culture. 
Confocal microscopy images show that ephrinB2 accumulated in BM-CLL cell 
contact sites but not in the PB-CLL cells. Moreover, siRNA mediated silencing 
of ephrinB2 in CLL cells led to a significant drop in cell viability in cultures 
without further stimuli. These results suggested a role of homotypic interactions 
between CLL cells in survival within the bone marrow niche and the relevance 
of ephrinB2 reverse signaling. In addition, we determined that plate bound 
ephrinB2Fc and to a lower extent the recombinant receptor EphB4, increased 
the intracellular levels of BAFF/APRIL in the CLL cells relative to untreated or 
Fc-only cultures while EphB4Fc rather than ephrinB2Fc mediated major 
changes in cell surface expressed BAFF-R or TACI, downregulating the former 
followed by upregulation of the later. Together, these results supported an 
ephrinB2 dependent BAFF/APRIL and TACI dependent survival route. 
Accordingly, addition of soluble BAFF-R or TACI decoy receptors markedly 
reduced the viability of CLL cells cultured onto plate bound ephrinB2Fc or 
EphB4Fc. Besides, in concert with ephrinB2 mediated BAFF-R/TACI changes, 
plate bound EphB4Fc but not ephrinB2Fc dramatically enhanced BAFF, APRIL 
or their combination mediated survival of CLL cells. Moreover, plate bound 
EphB4 dramatically enhanced CLL cells resistance to Fludarabine (F), 
Mafosfamide (M), Bendamustine (B) and Chlorambucil (C) mediated by BAFF 
and/or APRIL, further highlighting a critical role of ephrinB2 in drug resistance 
within BM. 
 
Characterization of BMSC derived from BM cultures of CLL patients or 
healthy subjects showed a major population of adherent cells expressing 
previously described markers of mesenchymal origin. However, CLL-BMSC 
over-expressed survival related molecules like VCAM-1, BAFF, APRIL, and 
CXCL12, probably due to the presence of CLL cells during the culture 
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expansion, that could modified their properties. More importantly, CLL-BMMSC 
showed increased expression of EphB4, similar to the levels found in Hs27 
bone marrow stromal cell line, but higher than those found in healthy-BMMSC 
or in the Hs5 cell line. 
 
Human bone marrow stromal cell lines Hs5 and Hs27 were employed to 
assess CLL cells binding ability to BMMSC. Our results show a preferential 
adhesion of ephrinB2high BM-CLL cells to stromal cells. Interestingly, the 
percentage of conjugates with TNF stimulated Hs27 cells was markedly 
reduced in the case of EphB4Fc pre-incubated CLL cells while, on the contrary, 
it was markedly increased when ephrinB2Fc pre-incubated TNF-HS27 cells 
were used, suggesting that ephrinB2 mediated EphB4 forward signaling into 
stromal cells enhanced adhesion between both cell types. Comparison between 
direct co-culture conditions or filter-separate cultures of CLL cells and BMSCLS 
showed the relevance of cell-to-cell contact in the survival mechanisms. To 
determine the role of this interaction in stromal mediated survival, EphB4 or 
ephrinB2 were knock-down in the stromal cell lines or CLL cells, respectively, 
using specific siRNA molecules. Accordingly, silenced ephrinB2 or EphB4 in the 
corresponding cell types led to a decrease in viability of direct co-cultures but 
not in the filter separated ones, further pointing to a major role of direct 
interactions between both cell types in the survival outcomes. 
 
 The possibility that interactions between CLL cells and BMMSC lead to 
an increase of soluble survival factors was checked in experiments in which 
CLL cells were cultured with conditioned media derived from cultures of Hs27 
cells stimulated with ephrinB2-Fc or with ephrinB2high CLL cells. Conditioned 
media from both situations increased the viability of CLL cells supporting that 
ephrinB2 mediated forward signaling in BMMSC stimulates the release of 
soluble factors. Interestingly protective effects of condition medium from 
ephrinB2high-Hs27 cocultures were largely inhibited when soluble BAFF-R or 
TACI decoy receptors, as well as anti-BAFF and anti-APRIL blocking antibodies 
were added, definitively demonstrating that EphB4-ephrinB2 interactions 
promote BAFF/APRIL survival effects. 
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Conclusions 
 
We have identified a new CLL subset housing in the BM niche, which 
expresses distinctly high ephrinB2 levels on the cell surface expression along 
with other immunophenotypic characteristics differing from the bulk of leukemia 
cells within the BM. Moreover, our results are compatible with a role of EphB4 in 
this leukemia, since its role in normal hematopoiesis is being increasingly 
recognized. 
Herein we show that ephrinB2-EphB4 interaction could sustain CLL cells 
within BM niches through the TNF family signaling pathways that has been 
related with the survival and drug resistance of CLL cells. Our present findings 
support a possible spatial organization of the CLL microenvironment into, at 
least, two functional niches. Firstly, a BMMSC dependent niche sustained by an 
adherent CLL subpopulation strongly expressing ephrinB2. In this niche, EphB4 
forward signaling in BMMSC, induced the release of soluble factors, mainly 
BAFF/APRIL, within the BM microenvironment, which possibly sustains the 
major pool of leukemia cells at early stages and/or after therapy. Once a 
massive infiltration is established, the bulk of leukemic cells establish its own 
autocrine survival microenvironment through homotypic interactions mainly 
regulated by ephrinB2 reverse signaling, which also involves BAFF/APRIL 
autocrine pathway. 
 
This tandem of molecules appears to be a promising new target in the 
aim to disrupt the CLL microenvironment. 
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Introducción 
 
La leucemia linfática crónica (LLC) es el síndrome proliferativo más 
común en el mundo occidental. Esta enfermedad se caracteriza por la 
acumulación de linfocitos B maduros en sangre periférica (SP), médula ósea 
(MO), ganglios linfáticos (GL) y bazo (B) (Moreno y cols., 2008). Las células 
LLC expresan de forma característica CD5, antígeno relacionado con células T, 
junto con CD19 y CD23. Mientras que sus niveles de CD20 son bajos y 
carecen de la expresión de CD10, lo que permite diferenciarlas de las células 
del linfoma del manto. Así mismo, sus niveles de inmunoglobulinas en la 
superficie celular son muy bajos, normalmente sólo IgM y/o IgD. La infiltración 
de médula ósea ocurre en todos los pacientes desde el inicio de la patología, 
llegando a representar más de un 30% de la celularidad (Hallek y cols., 2008). 
El patrón de infiltración varía desde nodal o intersticial a difuso, o una condición 
mixta, asociando con distinto pronóstico (Rozman y cols., 1984). 
 
 Al contrario que en otrós síndromes linfoproliferativos, no existe una 
alteración genómica responsable del desencadenamiento de la enfermedad. 
Sin embargo, la mayoría de los pacientes de LLC presentan mutaciones en su 
genoma, incluyendo del13q, del11q, Trisomía del 12 y /o del17p13, que es 
capaz de influir el manejo clínico de los enfermos y la respuesta a tratamientos. 
La enfermedad se detecta en la mayoría de los casos por un incremento en la 
carga linfocitaria en sangre periférica, sin otros síntomas relevantes. Sin 
embargo, la evolución de los pacientes es extremadamente heterogénea, 
existiendo pacientes que nunca requieren tratamiento, otros que precisan ser 
tratados en distintos momentos de la enfermedad y un grupo con peor 
pronóstico que desarrolla anemia, trombocitopenia, linfoadenopatías y/o 
esplenomegalia y presentan una reducida esperanza de vida. A pesar de que 
los nuevos tratamientos son capaces de reducir la remisión de la enfermedad 
en la mayoría de los casos, la LLC sigue siendo una enfermedad incurable. 
Actualmente el sistema de estadios de Rai modificado (Rai y cols., 1990) y el 
tiempo necesario para la duplicación de la linfocitosis (Molica y cols., 1990) son 
los factores pronóstico más aplicados. Nuevos parámetros biológicos, como la  
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expresión de CD38, CD49d (Brachtl y cols., 2014) y ZAP70 (Crespo y cols., 
2003) han surgido en los últimos años como factores pronóstico 
independientes. Por encima de todos ellos, el estado mutacional de los genes 
IGVH en las células LLC, es actualmente el más aceptado, dado que los 
pacientes con ausencia de mutación presentan peor evolución clínica (Hamblin 
y cols., 1999). 
 
 Las células LLC se acumulan en los tejidos debido a su resistencia 
frente a mecanismos de muerte celular programada. Sin embargo, su 
incapacidad para sobrevivir en condiciones in vitro, destaca la importancia de 
señales externas proporcionadas por el microambiente en la patogenia de la 
LLC (Collins y cols., 1989). Cada vez más evidencias sugieren que las células 
LLC se encuentran protegidas de la apoptosis espontánea y de los 
tratamientos quimioterapéuticos tradicionales, en el microambiente de médula 
ósea o en los órganos linfoides secundarios, lo que puede facilitar tanto la 
evolución clonal de la enfermedad como las recidivas (Burger, 2011). Si estos 
procesos son dependientes del contacto directo con los tipos celulares que 
conforman el estroma o de factores solubles secretados, necesita ser analizado 
en profundidad. Las propias células leucémicas serían capaces de modificar el 
microambiente en su favor, alterando las propiedades de los componentes del 
estroma en el proceso de infiltración (Plander y cols., 2011). Por todo ello, tratar 
de bloquear las interacciones entre las células LLC y su entorno es una nueva 
estrategia terapéutica muy interesante (Burger, 2012). 
 
  En la LLC, distintos trabajos han mostrado que distintos tipos celulares, 
englobados bajo la denominación de células estromales (BMSC, del inglés), 
pueden proteger a las células leucémicas de la apoptosis espontánea o 
inducida por fármacos, in vitro (Lagneaux y cols., 1999), sugiriendo que podrían 
tener un papel en el microambiente la LLC. Entre todos ellos, la población 
predominante se encuentra ligada al linaje mesenquimal (Kurtova y cols., 
2009), al contrario que en otros linfomas de células B, en los que se encuentra 
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un gran número de células hematopoyéticas CD68 positivas (Ruan y cols., 
2006).  
 
 La familia de receptores tirosin-quinasa Eph y sus ligandos denominados 
ephrin, desarrollan sus funciones estableciendo contactos físicos que median 
adhesión o repulsión entre distintos tipos celulares, afectando en mucho casos 
su supervivencia y proliferación (Pasquale, 2010). Los trabajos previos de 
nuestro grupo habían identificado la presencia de distintos miembros de la 
familia Eph/ephrin en células LLC aisladas de sangre periférica (Alonso-
Colmenar y cols., 2009) que en cualquier caso podrían desempeñar un papel 
en las interacciones en el nicho de médula ósea. Más aún, el análisis 
comparativo de la expresión en SP y MO podría proporcionar nueva 
información sobre la clínica de la enfermedad. Un creciente número de 
artículos apoyan el papel de Eph/ephrin en el desarrollo normal de la 
hematopoyesis y osteogénesis, particularmente de la pareja constituida por 
EphB4 y ephrinB2 (Anam y cols., 2013, Wang y cols., 2014, Nguyen y cols., 
2015) sustentando su posible papel en el establecimiento o mantenimiento de 
los de médula ósea en la leucemia. Más áun, son claras candidatas para 
mediar en la reconocida resistencia a la apoptosis mediada por adhesión 
(CAM-DR) proporcionadas por las BMSC. La interacción entre Eph/ephrin 
puede dar lugar a una señal bidireccional, denominada forward si sucede hacia 
la célula que expresa el receptor y reverse si se desencadena en la célula que 
porta el ligando. Por ello un papel autónomo o no autónomo de célula debe ser 
claramente diferenciado para poder interferir sobre el más relevante. Por otro 
lado, las moléculas Eph/ephrin pueden actuar tanto como supresores como 
promotores de procesos tumorales (Pasquale, 2010) destacando la relevancia 
de una caracterización precisa de su función. 
 
 El papel de los miembros de la superfamilia del factor de necrosis 
tumoral en la LLC se ha incrementado en los últimos años. De forma 
destacada, los ligandos BAFF y APRIL así como sus receptores BAFF-R, TACI 
y BCMA tienen funciones importantes en la biología normla de los linfocitos B 
(Rickert y cols., 2011) y su desregulación conduce a procesos autoinmunes o 
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desórdenes linfoproliferativos (Cheema y cols., 2001, Batten y cols., 2004, 
Pontikoglou y cols., 2013). Distintos autores han resaltado su papel en la LLC, 
sosteniendo la viabilidad de las células leucémicas mediante mecanismos 
autocrinos y paracrinos (Kern y cols., 2004, Pontikoglou y cols., 2013). 
 
Objetivos 
 
 Analizar la expresión de la familia Eph/ephrin en células LLC 
obtenidas de muestras de sangre periférica y aspirados de médula 
ósea, para determinar su posible relación con la localización tisular, 
el estadio de enfermedad y la progresión clínica, así como su 
asociación con factores pronóstico como el estado mutacional de los 
genes IGVH o la expresión de ZAP70. 
 
  Caracterizar los tipos celulares que componen el microambiente de 
médula ósea en la LLC, frente a los presentes en individuos sanos y 
su expresión de Eph/ephrin. 
 
 Determinar cuáles de las interacciones Eph/ephrin están implicadas 
en la resistencia a la apoptosis espontánea o a la inducida por 
fármacos. 
 
 Determinar si las interacciones Eph/ephrin sostienen la supervivencia 
de las LLC a travé de la interacción con otras rutas conocidas de 
supervivencia como la estimulación a través del BCR/CD40 o la 
producción de BAFF/APRIL. 
 
Resultados y discusión 
 
 El análisis cuantitativo de la abundancia de Eph/ephrin a nivel de ARNm, 
en las células LLC de SP y MO mostró que ephirnB2 era el miembro 
preferencialmente expresado por las células LLC-MO y más aún que era el 
único sobre-expresado en este compartimento celular frente al de sangre 
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periférica. Significativamente, la elevada expresión de ephrinB1 y ephrinB2 
asociaba con muestras con los genes IGVH no mutados y/o positivas para ZAP 
70. Ambos ligandos, al igual que los receptores EphB4 y EphB6 se 
encontraban elevados en estadios de Rai avanzados. Más aún, la expresión de 
ephrinB1 y ephrinB2, así como del receptor EphB4, se encontraba elevada en 
pacientes que presentaban un patrón de infiltración nodular o intersticial. Estos 
datos sugerían que los miembros de la familia Eph/ephrin podrían tener un 
papel diferencial en distintos momentos de la enfermedad, apuntando a la 
interacción entre ephrinB2 y EphB4 como responsable del establecimiento del 
microambiente favorable para las LLC. 
 
 El análisis por citometría de flujo confirmó los datos obtenidos mediante 
RT-qPCR y además mostró la existencia de una sub-población de células LLC-
MO con elevados pero constantes niveles de ephrinB2 (ephrinB2high). La 
proporción de estas células correlacionaba con el patrón de infiltración, 
disminuyendo significativamente en las médulas óseas con infiltración masiva o 
difusa. Más aún, el porcentaje de LLC-MO ephrinB2high asociaba 
significativamente con marcadores de peor pronóstico, incluyendo genes IGVH 
no mutados y positividad para ZAP70. Esta sub-población mostró característica 
inmunofenotípicas diferenciales respecto a la población mayoritaria en MO, por 
lo que distinguimos células  ephrinB2high y ephrinB2int  en MO y ephrinB2low  en 
SP. De manera interesante, las ephrinB2high poseían una elevada expresión de 
moléculas que podían estar implicadas en CAM-DR, como las integrinas α4, αL 
y las correspondientes subunidades β2 y β1, CD44 y un descenso en la 
expresión de CXCR4 que podría ser compatible con un fenotipo de retención 
en la médula ósea. De forma sorprendente, esta sub-población carecía de la 
expresión del marcador de proliferación Ki67, por lo que descartamos que se 
tratase de células altamente proliferativas, sino que mas bien tendrían una 
capacidad incrementada de resistencia a apoptosis, debido a la elevada 
presencia de Bcl-2. 
 
 A tenor de estos resultados, las células LLC de MO y SP se cultivaron 
en presencia de distintas moléculas relacionadas con la supervivencia dentro 
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del microambiente medular. Las LLC de ambos compartimentos mostraron un 
incremento en su viabilidad en presencia de CXCL12, BAFF o APRIL, mientras 
que solo las muestras obtenidas de MO eran rescatadas por el cultivo sobre 
fibronectina o los ligandos de integrinas, seguido de distintas variaciones en el 
aumento de su expresión de ephrinB2 en comparación con el descenso de la 
misma tras el cultivo de estas células durante varios días en ausencia de 
estímulos externos. De manera interesante, encontramos que las células 
ephrinB2high sólo aparecían en cultivos sobre VCAM-1 o BAFF y APRIL por lo 
que se trata de una población más dependiente de la adhesión a otros tipos 
celulares, que la mayoría de las células LLC-MO. 
 
 Agregados de células LLC-MO se observaron tras varios días de cultivo. 
El análisis de los mismos mediante microscopía confocal mostró la 
acumulación de ephrinB2 en los sitios de contacto entre las LLC-MO pero no 
en las LLC-SP. Más aún, el silenciamiento de la expresión de ephriB2, condujo 
a un descenso crítico de la viabilidad en los cultivos de LLC-MO en ausencia 
de otros estímulos. Estos resultados sugerían un papel relevante de las 
interacciones homotípicas entre las células LLC en la supervivencia dentro del 
nicho, así como un papel de la señal reverse a través de ephrinB2. De forma 
añadida, observamos que ephrinB2-Fc inmovilizada en placa y EphB4-Fc, en 
menor medida, incrementaban los niveles intracelulares de BAFF y APRIL en 
las células LLC-MO. Mientras que sólo EphB4-Fc inducía cambios en la 
expresión de sus receptores, observándose un incremento en la expresión de 
TACI y un descenso en la de BAFF-R. Todas estás evidencias apoyaban el 
papel de ephrinB2 en el mantenimiento de la supervivencia de las células LLC 
en un mecanismo dependiente de la interacción de BAFF y APRIL con TACI. 
De forma concordante, la adición de las formas solubles de estos receptores, 
reducía la viabilidad de las células LLC-MO cultivadas sobre EphB4-Fc y en 
menor medida sobre ephrinB2-Fc. Más aún, EphB4-Fc inmovilizada en placa 
incrementaba la resistencia de las células leucémicas a los tratamientos con 
Fludarabina (F), Mafosfamida (M), Bendamustina (B) and Chlorambucil (C), 
aumentando la sensibilidad de las LLC por las unión de los ligandos 
BAFF/APRIL, apuntando al papel de ephrinB2 en la resistencia a fármacos. 
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 La caracterización de las BMSC derivadas de los cultivos de células 
mononucleadas de MO de pacientes de LLC o de donantes sanos, mostró la 
existencia de células adherentes de gran tamaño con expresión de marcadores 
correspondientes a un fenotipo mesenquimal. Sin embargo, las BMSC-LLC 
sobre-expresaban moléculas como VCAM-1, BAFF, APRIL y CXCL12, 
probablemente debido a la presencia de células LLC durante la expansión del 
cultivo, capaces de modificar sus propiedades en su favor. De manera 
importante, las BMSC-LLC mostraron una elevada expresión de EphB4, con 
niveles similares a los encontrados en la línea células Hs27 y mayores que los 
de las BMSC-sanas y la línea Hs5. 
 
 Las líneas celulares de estroma humanos Hs5 y Hs27 se utilizaron para 
analizar los fenómenos de adhesión entre las células LLC y las BMSC. 
Nuestros resultados mostraron la adhesión preferente de las células 
ephrinB2high . De manera interesante, en ensayos de conjugados, confirmamos 
que el porcentaje de agregados entre células LLC-MO y Hs27 estimuladas con 
TNF-α, se reducía drásticamente si las células LLC se pre-incubaban con 
EphB4-Fc,  pero por el contrario se incrementaban si las BMSC se pre-
estimulaban con ephrinB2-Fc. Esto sugería que la señal forward inducida por 
ephrinB2 en las células de estroma incrementaba la adhesión entre ambos 
tipos celulares. La comparación entre sistemas de co-cultivo directo o en 
cultivos en los que ambos tipos celulares se encontraban separados por un 
filtro, mostró la importancia de los contactos físicos en los mecanismos de 
supervivencia. Con el objeto de determinar la importancia de la interacción 
entre EphB4 y ephrinB2 en estos procesos, silenciamos la expresión de ambas 
moléculas en las BMSC y las células LLC respectivamente. De forma 
concordante, en ambos casos observamos un descenso de la viabilidad en los 
cultivos en contacto directo pero no en los separados por el filtro, apuntando a 
un papel clave de esta pareja de moléculas en los mecanismos de 
supervivencia mediados por las interacciones entre ambos tipos celulares. 
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 La posibilidad de que estas interacciones tuviesen como consecuencia 
una mayor liberación de  factores solubles pro-supervivencia, se comprobó en 
experimentos en los que las células LLC se cultivaron con medio condicionado 
derivado de los cultivos de células Hs27 estimuladas con ephrinB2 o co-
cultivadas con células LLC ephrinB2high . El medio resultante de las dos 
situaciones, incrementaba significativamente la viabilidad de las células LLC-
MO. Más aún, la adición al medio de cultivo de los receptores BAFF-R y TACI 
en forma soluble o de anticuerpos contra los ligandos BAFF y APRIL, Inhibía 
los efectos pro-supervivencia de los medios condicionados, confirmando que 
las interacciones entre EphB4 y ephrinB2 promueven los efectos pro-
supervivencia de BAFF/APRIL. 
 
Conclusiones 
 
 En este trabajo hemos identificado una nueva sub-población de células 
LLC dentro del microambiente de médula ósea, expresando elevados niveles 
de ephrinB2 en la superficie celular, así como otras características 
inmunofenotípicas que la diferencian de la población mayoritaria residente en 
MO. Además nuestros resultados son compatibles con el papel de EphB4 en la 
LLC, dado su reconocida implicación en el desarrollo normal de la 
hematopoyesis. 
 
 Nuestros resultados muestran como la interacción entre ephrinB2 y 
EphB4 sostiene la supervivencia de las células LLC en los nichos de médula 
ósea, a través de las rutas de supervivencia de la familia del TNF, relacionada 
con la supervivencia y la resistencia a fármacos de las células LLC. Así mismo, 
estos resultados sugieren una posible organización espacial del microambiente 
de médula ósea en al menos 2 nichos funcionalmente distintos. En primer lugar 
un nicho dependiente de la interacción de las células LLC ephrinB2high con 
BMSC. Este contacto induce la señal forward a través de EphB4 en el estroma 
que desencadena una mayor liberación de factores solubles, principalmente 
BAFF/APRIL en el microambiente que posiblemente facilitan el establecimiento 
del conjunto de las células leucémicas en estadios tempranos de la 
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enfermedad o tras las recidivas. Una vez que la infiltración masiva ha tenido 
lugar, las células leucémicas establecen su propio mecanismo autocrino de 
supervivencia a través de interacciones homotípicas en las que juega un papel 
determinante la señal reverse a través de ephrinB2, implicando también la 
señalización a través de BAFF y APRIL.  
 
 En definitiva, el tándem EphB4-ephrinB2 representa una nueva diana en 
los intentos para alterar el microambiente en la LLC.    
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ABSTRACT
A role of endothelial cells in the survival of CLL cells during extravasation 
is presently unknown. Herein we show that CLL cells but not normal B cells can 
receive apoptotic signals through physical contact with TNF-α activated endothelium 
impairing survival in transendothelial migration (TEM) assays. In addition, the 
CLL cells of patients having lymphadenopathy (LApos) show a survival advantage 
during TEM that can be linked to increased expression of α4 and αL integrin chains. 
Within this context, ephrinA4 expressed on the surface of CLL cells sequestrates 
integrins and inactivates them resulting in reduced adhesion and inhibition of 
apoptotic/survival signals through them. In agreement, ephrinA4 silencing resulted 
in increased survival of CLL cells of LApos patients but not LA neg patients. Similarly 
was observed when a soluble ephrinA4 isoform was added to TEM assays strongly 
suggesting that accumulation of this isoform in the serum of LApos patients 
could contribute to CLL cells dissemination and survival in vivo. In supporting, 
CLL lymphadenopathies showed a preferential accumulation of apoptotic CLL cells 
around high endothelial venules lacking ephrinA4. Moreover, soluble ephrinA4 
isolated from sera of patients increased the number and viability of CLL cells 
recovered from the lymph nodes of adoptively transferred mice. Finally, we present 
evidence suggesting that soluble ephrinA4 mediated survival during TEM could 
HQKDQFHDWUDQVFHOOXODU7(0URXWHRIWKH&//FHOOV7RJHWKHUWKHVH¿QGLQJVSRLQW
to an important role of ephrinA4 in the nodal dissemination of CLL cells governing 
extravasation and survival.
INTRODUCTION
Compelling evidence supports that CLL cell survival 
within the tumor microenvironment is highly dependent 
on extrinsic signals provided by non-leukemic cell types 
[1, 2]. Endothelial cells can protect CLL cells from 
spontaneous apoptosis in vitro through soluble factors and/
RU GLUHFW SK\VLFDO FRQWDFWV >±@ %RWK ¿QGLQJV VXJJHVW
that endothelial cells could play a similar role during 
extravasation an issue that, to our knowledge, has not been 
previously addressed. It has been emphasized a major 
effect of transendothelial migration (TEM) in the survival 
of non-leukemia cell types including granulocytes [8], T 
lymphocytes [9] or CD34+CD14+ monocyte precursors 
>@ ,Q DJUHHPHQW WKH H[WUDYDVDWLRQ WKURXJK LQÀDPHG
vascular vessels or the specialized high endothelial venules 
(HEV) in lymphoid tissues [11] could affect the survival 
outcome of CLL cells.
In CLL cells, the TEM capacity is strongly 
GHSHQGHQWRQĮ&'GH[SUHVVLRQZKLFKWRJHWKHUZLWK
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Į/LQWHJULQ&'DFRQWULEXWHVWRHQKDQFHLWLQSDWLHQWV
having lymphadenopathy [12–14]. CD49d can also 
mediate contact dependent survival of CLL cells within 
tumor microenvironment [6, 15] associating with inferior 
prognosis groups including unmutated (UM) IgHV or 
CD38 expressing cases. Together these lines of evidence 
strongly suggest that integrin dependent extravasation 
may be further linked to a survival advantage that needs, 
KRZHYHUDGH¿QLWLYHGHPRQVWUDWLRQ
Moreover, CLL cells show a reduced TEM 
compared to that of normal B cells as demonstrated under 
VWDWLFRUÀRZLQYLWUR7(0FRQGLWLRQV>@DQG
in an adoptively transferred mice in vivo model [12]. We 
showed that this can be in part linked to overexpression 
of ephrinA4, a GPI-membrane-linked ligand of the Eph 
receptor family of tyrosine kinases which is found as 
a membrane bound and a soluble isoforms in CLL and 
normal B cells [17, 18]. Reverse signaling through the 
cell surface expressed isoform inhibits integrin mediated 
adhesions of CLL cells to endothelium through binding 
to EphA2 receptor on the surface of endothelial cells [16, 
19] likely impairing extravasation. By contrast, the soluble 
isoform enhances TEM of CLL cells in vitro when bound 
by endothelial cells through EphA2. This process could 
be coupled to enhanced diapedesis through sequestration 
and internalization of ICAM-1 and VCAM-1 [16] rather 
than through increased vascular permeability of the altered 
endothelial junctions found after ephrinA1 treatment 
[20]. Moreover patients having lymphadenopathy 
show increased serum levels of ephrinA4 in addition 
to decreased expression of ephrinA4 on the surface 
RI &// FHOOV >@ 7RJHWKHU WKHVH ¿QGLQJV SRLQWHG WR
soluble isoform as a likely mechanism contributing to 
nodal dissemination of CLL cells which needed further 
FRQ¿UPDWLRQ LQ D PRUH SK\VLRORJLFDO LQ YLYR VHWWLQJ
>±@+HUHLQZHSUHVHQWIRUWKH¿UVWWLPHLQYLWURDQG
in vivo evidence suggesting that the major role of two 
ephrin A4 isoforms in CLL could be related with a non-
previously described mechanism of survival linked to 
extravasation strongly dependent on integrin signaling.
RESULTS
CLL cells, but not normal B cells, can suffer 
DSRSWRVLVWKURXJKSK\VLFDOFRQWDFWZLWK71)Į
activated endothelium resulting in impaired 
survival after transendothelial migration (TEM)
The possible impact of extravasation in the survival 
of CLL cells was analyzed in the widely accepted [24] 
transendothelial migration (TEM) assays. HUVEC 
PRQROD\HUV JURZQ RQWR WKH ¿OWHUV ZHUH SUHDFWLYDWHG
IRUKRXUZLWK71)ĮDQGWKHQH[WHQVLYHO\ZDVKHGLQ
fresh culture medium before addition of the CLL cells 
onto them. The percentage of apoptotic (Annexin-V pos 
7AAD neg) and viable cells (Annexin-V neg 7AAD neg) 
ZHUHPHDVXUHGE\ÀRZF\WRPHWU\ LQ WKH WUDQVPLJUDWHG
(TM) and the non-transmigrated (non-TM) fractions after 
4 or 12 hours. Values were compared to basal levels in 
control suspension cultures done in the bottom chambers 
RI VHSDUDWH ZHOOV KDYLQJ RU QRW D 71)Į SUHWUHDWHG
+89(&PRQROD\HU RQWR WKH ¿OWHU$ FOHDU LQFUHDVH LQ
the spontaneous apoptosis in control suspension cultures 
was only evidenced after 12 hours (Supplementary 
Figure S2) resulting in decreased viability irrespectively 
of the presence of a TNF-HUVEC monolayer on top of 
WKH¿OWHU )LJXUH$LGLVFDUGLQJDQ\HIIHFWRIVROXEOH
factors from endothelium. The viability of CLL cells in 
the TEM assays was even more decreased in the two TEM 
fractions and, especially, in the TM cells compared to 
basal levels in the control suspension cultures in bottom 
chambers (Figure 1A-i) indicating that direct contact 
with endothelium was involved in these effects. Normal 
%FHOOVVXIIHUHGQRVLJQL¿FDQWFKDQJHVLQYLDELOLW\RUDQ
increased one in some samples (Figure 1A-ii) suggesting 
DSURDSRSWRWLFHIIHFWRIHQGRWKHOLXPVSHFL¿FDOO\ LQ WKH
CLL cells. Importantly, CLL cells transmigrating through 
QRQDFWLYDWHG+89(&VKRZHGQRVLJQL¿FDQWFKDQJHVLQ
viability compared to basal levels (Supplementary Figure 
S3) highlighting that only activated endothelium mediated 
the apoptotic signals. The low cellular density in bottom 
chambers could explain the decreased viability of TM cells 
FRPSDUHGWRWKHQRQ70RQHV+RZHYHUQRVLJQL¿FDQW
improvement in viability of TM cells was found when cell 
numbers in the bottom chambers were increased through 
direct addition of CLL cells at the initiation of the assays 
6XSSOHPHQWDU\)LJXUH67RIXUWKHUFRQ¿UPWKDW&//
cells could receive apoptotic signals while crossing the 
TNF-HUVEC monolayer we examined TUNEL stained 
¿OWHUVWKURXJKFRQIRFDOPLFURVFRS\7KLVGHPRQVWUDWHGWKH
occurrence of numerous apoptotic CLL cells in both sides 
RI WKH¿OWHUVZLWK71)+89(&FRPSDUHGWRXQWUHDWHG
HUVEC assays (Figure 1A-iii). Although absolute 
numbers of total and apoptotic CLL cells predominated 
LQ WKHXSSHUVLGHRI¿OWHUV)LJXUH$LLLFDUWRRQV WKH
IUHTXHQF\RIDSRSWRWLFFHOOVZDVVLJQL¿FDQWO\KLJKHU LQ
the underside (Figure 1A-iii) in agreement with a higher 
frequency of apoptotic cells in the bottom than the upper 
FKDPEHUVDVGHWHUPLQHGE\ÀRZF\WRPHWU\)LJXUH$L
Together these data supported that CLL cells receive 
apoptotic signals during TEM.
Since previous studies had reported prosurvival 
effects of endothelium in CLL cells cocultured several 
days [1–7], we analyzed the endothelium role in CLL 
YLDELOLW\FRFXOWXUHGRQWR71)ĮRUXQVWLPXODWHG+89(&
monolayers at 12 hours or at longer time points 2 or 5 
days. In line with previous studies [1–7] we observed a 
prosurvival effect onto unstimulatedand to a lower extent 
TNF-HUVEC but not earlier than 2 days (Figure 1B-i). 
Indeed, these prosurvival effects with TNF-HUVEC 
were preceded by a drop in CLL viability at 12 hours 
(Figure 1B-i) in concert with our TEM assays. In 
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)LJXUH  3K\VLFDO FRQWDFWV RI &// FHOOV ZLWK 71)ĮDFWLYDWHG HQGRWKHOLDO FHOO PRQROD\HUV GXULQJ WUDQVHQGRWKHOLDO
migration (TEM) impair survival of leukemia cells. A. CLL cells from 10 patients (n. 1-10; Table 1) (i) or normal B cells isolated from 
WKHSHULSKHUDOEORRGRIKHDOWK\GRQRUVLLZHUHDGGHGRQWR71)ĮSUHWUHDWHGFRQÀXHQWPRQROD\HURI+89(&71)+89(&LQWUDQVZHOO
plates (Transendothelial Migration (TEM) assays) or to the bottom compartment of separate transwells (Suspension cultures)(5×105 cells/well). 
6XVSHQVLRQFXOWXUHVRI&//FHOOVZHUHFDUULHGRXWLQERWWRPZHOOVHLWKHUZLWKRUZLWKRXWD71)+89(&RQWRWKHXSSHU¿OWHU7KHSHUFHQWDJHRI
DSRSWRWLFDQGYLDEOHFHOOVLQHDFKH[SHULPHQWDOFRQGLWLRQZHUHGHWHUPLQHGDIWHUKRXUVE\ÀRZF\WRPHWU\DQDO\VLVRI$QQH[LQ93($$'
double staining. Each experimental condition was compared to basal levels in control suspension cultures without HUVEC (TEM assays: non-
70QRQWUDQVPLJUDWHG70WUDQVPLJUDWHGLLL7UDQVZHOO¿OWHUVRI7(0DVVD\VZLWK&//FHOOVSHUIRUPHGZLWK71)ĮDFWLYDWHG71)RU
XQWUHDWHG+89(&1R71)ZHUH¿[HGDQGÀXRUHVFHQWO\VWDLQHGZLWK781(/UHGDSRSWRWLFQXFOHLDQWL&'JUHHQ+89(&MXQFWLRQV
DQG+RHFKVWEOXHWRWDOQXFOHL/DVHUFRQIRFDOPLFURVFRS\LPDJHVZHUHWDNHQIURPWKHXSSHUDQGXQGHUVLGHRI¿OWHUVPDJQL¿FDWLRQ[
PLFURVFRS\¿HOGVSHU¿OWHU¿OWHUVSHUVDPSOH&DUWRRQVDUHIURPDUHSUHVHQWDWLYH7(0H[SHULPHQWZLWK71)+89(&7RWDODQG781(/
stained nuclei were counted (Image J; > 200 nuclei per sample and experimental condition) and the frequency of apoptotic cells in each side of 
WKH¿OWHUVFDOFXODWHG5LJKWSDQHO1RWHWKDWDOWKRXJKWKHDEVROXWHQXPEHURIQXFOHLZDVKLJKHULQWKHXSSHUWKDQWKHXQGHUVLGHVWKHSHUFHQWDJHV
of apoptotic CLL cells increased in the later one. Data are mean (±SD) from ten independent samples. B. i) CLL cells were cultured onto alive or 
SDUDIRUPDOGHK\GH¿[HG¿[HG71)ĮSUHDFWLYDWHGRUXQWUHDWHGFRQÀXHQW+89(&PRQROD\HUV7KHSHUFHQWDJHVRIYLDEOH&//FHOOV$QQH[LQ
9QHJ$$'QHJZHUHGHWHUPLQHGDWWKHLQGLFDWHGWLPHSRLQWVE\ÀRZF\WRPHWU\DQGFRPSDUHGWRFRQWUROVXVSHQVLRQFXOWXUHVZLWKRXW+89(&
ii) CLL cells were cultured for 12 hours in suspension or onto alive HUVEC with normal culture medium or conditioned medium from 5 days 
CLL-HUVEC cocultures. iii) CLL cells were harvested at the indicated time-points from cocultures onto untreated or TNF-activated HUVEC 
DQGOHIWLQFXOWXUHDORQHXSWRKRXUV7ZRWDLOHG6WXGHQW¶VWWHVWVLJQL¿FDQFHYDOXHV333QVQRQVLJQL¿FDQW
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DGGLWLRQ SDUDIRUPDOGHK\GH ¿[HG LQVWHDG RI DOLYH
HUVEC monolayers lacked any prosurvival effects in the 
cocultured CLL cells and, more importantly, emphasized 
the proapoptotic ones onto TNF-HUVEC even at 2 or 5 
days (Figure 1B-i) pointing to the release of prosurvival 
soluble factors in the alive conditions. Indeed, conditioned 
media from 5 days cocultures with alive HUVEC had 
prosurvival effects in the CLL cells cultured for 12 hours 
alone or under any coculture condition (Figure 1B-ii) 
GH¿QLWLYHO\ GHPRQVWUDWLQJ WKDW VROXEOH SURVXUYLYDO
factors accumulate after prolonged coculture. We further 
concluded that 2 hours coculture of CLL cells with TNF-
+89(&ZDVVXI¿FLHQWWRUHFHLYHSURDSRSWRWLFVLJQDOVWKDW
irreversibly led to their apoptosis when harvested and left 
in culture alone until 12 hours (Figure 1B-iii).
Together these data conclusively demonstrated 
that CLL cells suffer apoptotic signaling through 
direct contacts with TNF-HUVEC and likely during 
extravasation which needed further investigation.
CLL cells of patients having lymphadenopathy 
(LApos) have a survival advantage during TEM 
PHGLDWHGE\ĮDQGĮ/LQWHJULQFKDLQV
Having stablished that TEM impairs survival of CLL 
cells, we examined its possible association with disease 
related parameters including lymphadenopathy (LA), 
IGHV gene mutational status or ZAP-70 or CD38 antigens 
expression. To this end, the sample size was increased 
by including 20 additional patients in TEM assays 
7DEOH,QDOOFDVHVH[DPLQHGZHFRQ¿UPHGDGHFOLQH
in the viability of both TEM fractions relative to basal 
levels and mainly in the TM cells (from 68% mean basal 
values to 48% mean values in the TM cells) (Figure 2A-i). 
Nevertheless, because the viability levels in TEM assays 
varied between samples we normalized them to the basal 
ones as a measure of survival outcome. This allowed us to 
¿QGDVLJQL¿FDQWDVVRFLDWLRQZLWKWKHO\PSKDGHQRSDWK\
(LA) condition of patients and to a lower extent ZAP-70 
rather than IGVH mutational status or CD38 expression 
(Figure 2A-ii). Samples having lymphadenopathy (LApos) 
showed a better survival outcome than those lacking it 
(LAneg) (Figure 2A-ii) suggesting a possible association 
with the TEM capacity. In supporting this conclusion 
we found a strong correlation of survival outcome with 
the TEM rate of samples (Figure 2A-iii) that largely 
associated with LA condition rather than other parameters 
(Supplementary Figure S5A).
%HFDXVH Į LQWHJULQ H[SUHVVLRQ LQ /$SRV FDVHV
have been correlated with enhanced TEM capacity 
[12–14] and mediate survival signals from endothelium 
[6, 15], we investigated its possible association with TEM 
VXUYLYDORXWFRPH$VGHWHUPLQHGE\ÀRZF\WRPHWU\WKH
FHOOVXUIDFHH[SUHVVLRQRIĮDQGĮ/LQWHJULQVDQGWKHLU
FRUUHVSRQGLQJ ȕ FKDLQV ZHUH ORZHU LQ &// FHOOV WKDQ
LQ QRUPDO % FHOOV DOWKRXJK VLJQL¿FDQWO\ LQFUHDVHG LQ
LApos respect to LAneg cases (Figure 2B-i) in concert 
with enhanced TEM rate (Supplementary Figure S5B-C). 
,QWHUHVWLQJO\WKHUHZDVDVWURQJFRUUHODWLRQRIĮUDWKHU
WKDQ Į/ H[SUHVVLRQ ZLWK WKH VXUYLYDO RXWFRPH RI 70
FHOOV)LJXUH%LLIXUWKHUVXSSRUWLQJDVSHFL¿FUROHRIĮ
integrin in this outcome.
7R IXUWKHU FRQ¿UP WKLV ZH EORFNHG Į RU Į/
interactions in separate TEM assays through preincubating 
the CLL cells of LApos and, for comparison, LAneg cases 
with recombinant forms of VCAM-1 (rhVCAM-1) or 
ICAM-1 (rhICAM-1) endothelial ligands, respectively. 
)LYHVDPSOHVKDYLQJGLIIHUHQWĮRUĮ/H[SUHVVLRQVZLWKLQ
each LA clinical conditions were compared (Figure 2C). 
LApos cases showed a strong reduction in the TEM rate 
after blocking either of the two integrin interactions 
(Figure 2C-i) in contrast to LAneg samples (Figure 2C-i) 
FRQ¿UPLQJWKDWERWKLQWHJULQFKDLQVSOD\DFULWLFDOUROHLQ
TEM of LApos cases. Moreover, the viability of both, non-
TM and TM cells, was strongly improved in the LApos 
cases under blocking either of the two integrins compared 
WRWKHXQWUHDWHGVDPSOHVZKLOHRQO\Į/EORFNLQJGLGLQ
the LAneg cases (Figure 2C-ii). The bound recombinant 
OLJDQGV KDG QR VLJQL¿FDQW HIIHFWV LQ WKH YLDELOLW\ RI
CLL cells in control suspension cultures (Figure 2C-ii) 
indicating that their effects in TEM assays can be linked 
to the inhibition of the corresponding integrin interactions 
with endothelium. The survival outcome of TM cells was 
greatly improved in the LApos cases compared to that in 
control untreated assays (Figure 2C-iii). However, it was 
impaired relative to the non-TM cells compared to the 
control cultures (Figure 2C-iii) suggesting that integrin 
interactions rescued the CLL cells during diapedesis from 
proapoptotic signals received at initial adhesions.
In conclusion, these data showed that the integrin 
adhesions responsible of the enhanced TEM of CLL cells 
are also critically involved in the survival outcome.
Integrin dependent survival outcomes are 
FRXQWHUDFWHGE\HSKULQ$UHYHUVHVLJQDOLQJ
Having stablished that integrins enhance the survival 
outcome of TM CLL cells in LApos patients, we analyzed 
its possible modulation through ephrinA4 reverse signaling 
DVSUHYLRXVO\UHSRUWHGE\XV>@$VGHWHUPLQHGE\ÀRZ
F\WRPHWU\ HSKULQ$ H[SUHVVLRQZDV VLJQL¿FDQWO\ KLJKHU
in LAneg than LApos samples (Figure 3A-i) while no 
VLJQL¿FDQW GLIIHUHQFHVZHUH IRXQG DFFRUGLQJ WR=$3
,*9+RU&'SDUDPHWHUV)LJXUH$LFRQ¿UPLQJLWV
association with the LA condition of patients previously 
found by us [16, 18]. Remarkably, ephrinA4 expression 
levels were low in most trisomy 12 (tris12) cases (4 out of 5) 
and, to a lower extent, del11q positive samples (3 out of 4) 
(Figure 3A-i) which could be in concert with the increased 
risk to suffer lymphadenopathy in these patients. EphrinA4 
expression and TEM survival followed an inverse correlation 
in both LA clinical groups (Figure 3A-ii) contrasting with 
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that observed for integrins (Figure 2B-ii). Accordingly, 
expression of ephrinA4 and CD49d followed an opposite 
pattern and, in the LApos cases, the appearance of a CD49d 
high population correlated with a low ephrinA4 expression 
(Figure 3B). Together these data further supported a direct 
and/or indirect role of ephrinA4 in the survival events during 
TEM modulating integrin adhesions.
To discriminate between these two possibilities 
we preincubated the CLL cells from the 30 patients with 
saturating amounts of recombinant extracellular domains 
Table 1: Clinical and molecular details of patients
N. G. Age(y) Rai LA IgHVa ZAP-
70b
CD38c del13q del17p del11q +12 HSKULQ$d Integrin chaine
Į/ ȕ Į ȕ
1 F 74 low no M neg neg - - - + 15.90 11.95 32.06 25.00 21.93
2 M 69 low no M neg pos - - - - 30.90 7.37 22.91 9.53 45.00
3 F 91 int yes UM neg pos - - - - 20.20 13.32 67.84 63.80 55.24
4 M 59 int yes M neg pos - - - - 7.70 13.20 57.45 24.28 50.74
5 M 78 hi no M pos neg + - - - 17.80 17.46 30.44 26.00 15.36
6 M 73 hi yes M pos pos - + - - 10.70 7.84 23.85 89.00 55.00
7 F 69 hi yes M pos neg - - - - 6.30 7.60 14.45 52.00 45.00
8 F 69 low no UM neg neg + - - - 36.47 9.92 13.69 19.60 7.58
9 F 78 int yes M neg neg - - - - 10.25 8.73 29.23 63.56 35.00
10 F 73 int yes M neg pos + - - - 7.83 42.12 65.56 56.78 59.23
11 F 65 hi yes UM pos neg + + - - 6.44 5.89 13.56 54.00 33.62
12 M 76 int yes UM pos neg + - - - 10.99 10.54 19.81 45.00 53.71
13 F 71 int yes M pos neg - - - + 12.62 35.48 56.68 16.53 69.67
14 F 58 hi yes M neg neg - - - - 10.46 10.85 21.07 78.00 63.00
15 M 69 int yes UM pos pos + - - - 9.63 51.00 54.00 56.00 25.00
16 F 63 int yes M neg neg. + - - + 11.25 20.00 23.00 98.00 65.00
17 M 79 int no UM neg neg - - - + 56.25 32.00 25.00 12.00 27.00
18 F 62 int yes M neg n.d. - - - - 6.98 8.00 68.00 34.00 32.00
19 F 85 int yes M pos neg - - - + 4.69 6.00 66.00 65.25 45.00
20 F 77 int yes UM pos neg + - - - 26.53 24.00 52.00 65.00 56.00
21 F 88 low no M pos neg + + + - 14.35 15.00 36.00 15.00 65.00
22 F 72 low no UM pos neg + - + - 62.25 7.00 35.00 15.00 53.00
23 M 75 low no UM pos neg + - - - 70.00 18.00 15.00 18.00 21.00
24 F 83 hi yes UM neg neg - - - - 18.69 33.00 84.00 70.00 45.00
25 F 58 low no M pos pos - + - - 68.00 26.00 29.00 33.00 56.00
26 F 66 low no UM pos neg + - + - 25.25 35.00 33.00 35.00 25.00
27 M 73 low no M pos neg + - - - 36.25 12.00 38.00 39.00 21.00
28 M 73 int yes M pos neg - - - - 14.56 54.00 61.00 66.00 68.00
29 M 68 low no UM pos pos + - - - 11.25 9.00 15.00 52.00 23.00
30 M 85 int yes UM pos pos + - + - 11.25 36.00 12.00 63.00 33.00
Footnotes: a6HTXHQFHVZLWKDJHUPOLQHKRPRORJ\RIZHUHFRQVLGHUHGDV80b, c'HWHUPLQHGE\ÀRZF\WRPHWU\
(Positivity cut off over isotype stained negative control stainings): ZAP-70, > 25% stained cells; CD38, > 35% stained cells; 
d, e0HDQ)OXRUHVFHQFH,QWHQVLW\0),GHWHUPLQHGE\ÀRZF\WRPHWU\
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)LJXUH&//FHOOVRISDWLHQWVKDYLQJO\PSKDGHQRSDWK\/$SRVVKRZDVXUYLYDODGYDQWDJHGXULQJ7(0PHGLDWHGE\Į/
DQGĮLQWHJULQVA.7(0DVVD\VWKURXJK71)+89(&ZHUHGRQHZLWKSDWLHQWVDQGYLDELOLW\GHWHUPLQHGE\ÀRZF\WRPHWU\DQDO\VLVDIWHU
12 hours. i) Absolute values of viable cells. ii-iii) Viability of TM cells relative to basal levels in control suspension cultures without HUVEC (TM 
survival outcome) according to the indicated disease parameters (ii). iii) Linear correlation analysis between TM survival outcome and TEM rate. 
$EVROXWHQXPEHURI70&//FHOOVUHFRYHUHGIURPWKHERWWRPFKDPEHUVZDVPHDVXUHGE\ÀRZF\WRPHWU\DQGH[SUHVVHGDVSHUFHQWDJHRIWRWDO
LQSXWFHOOV7(0UDWH56SHDUPDQ¶VFRUUHODWLRQFRHI¿FLHQWB. Cell surface expression of the indicated integrin chains was measured in normal 
%FHOOVDQG&//FHOOVE\ÀRZF\WRPHWU\DIWHUVWDLQLQJZLWKDQWLJHQVSHFL¿FDQWLERGLHVL:KLVSHUER[SORWVFRPSDUHLQWHJULQH[SUHVVLRQOHYHOV
PHDQÀXRUHVFHQFHLQWHQVLW\0),EHWZHHQ&//FHOOVDQGQRUPDO%FHOOVDQGEHWZHHQ&//FHOOVRISDWLHQWVKDYLQJRUQRWO\PSKDGHQRSDWK\
/$SRVDQG/$QHJUHVSHFWLYHO\LL/LQHDUFRUUHODWLRQDQDO\VLVEHWZHHQVXUYLYDORXWFRPHRI70FHOOVDQGH[SUHVVLRQRIĮ/XSSHUSORWRUĮ
ORZHUSORWLQWHJULQV56SHDUPDQ¶VFRUUHODWLRQFRHI¿FLHQWC. CLL cells from 10 patients, having (LApos) or not (LAneg) lymphadenopathy, 
were preincubated or not (untreated) with recombinant soluble forms of human VCAM-1 (+rhVCAM-1) or ICAM-1 (+rhICAM-1) and left 
transmigrating through TNF-HUVEC monolayers (TEM assays) or cultured in suspension (suspension cultures) for 12 hours. Integrin expression 
levels (MFI) of the used samples are shown. i) TEM rate of samples were compared to that in control (untreated) TEM assays in LApos and 
LAneg cases. ii) Absolute levels of viable CLL cells in suspension cultures or in TEM assays (non-TM and TM cells) after rhVCAM-1 or 
rhICAM-1 preincubation. Treatments are compared to control (untreated) assays. iii) Viability of TM cells as percentage of a reference population: 
EDVDOOHYHOVVXVSHQVLRQFXOWXUHVRUQRQ70FHOOV3DLUHGWZRWDLOHG6WXGHQW¶V7WHVWVLJQL¿FDQFHYDOXHV3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)LJXUH(SKULQ$UHYHUVHVLJQDOLQJVXSSUHVVHVLQWHJULQPHGLDWHGVXUYLYDOVLJQDOVWKURXJKLQKLELWLQJDFWLYDWLRQVWDWH 
A.([SUHVVLRQRIHSKULQ$ZDVPHDVXUHGRQWKHVXUIDFHRI&//FHOOVIURPVDPSOHVE\ÀRZF\WRPHWU\DQDO\VLV0),PHDQÀXRUHVFHQFH
intensity) and (i) compared between samples according to disease parameters and cytogenetic characteristics or (ii) correlated with survival 
RXWFRPHRI70FHOOVLQ/$SRVOHIWDQG/$QHJULJKWFDVHV56SHDUPDQ¶VFRUUHODWLRQFRHI¿FLHQWB. Expression of ephrinA4 and CD49d 
ĮRQWKHVXUIDFHRI&//FHOOVZDVGHWHUPLQHGE\ÀRZF\WRPHWU\XSSHUSDQHOV&RUUHODWLRQDQDO\VLVEHWZHHQHSKULQ$DQGĮH[SUHVVLRQ
PHDQÀXRUHVFHQFH LQWHQVLW\0), RI VDPSOHVC. CLL cells from 30 patients (i, LApos; ii, LAneg) were preincubated (+EphA2Fc) or 
not (No treatment) with saturating amounts of soluble recombinant human EphA2 extracellular domains (EphA2Fc) and cultured for 12 
hours in suspension in untreated plates (control) or plates containing the indicated molecules pre-immobilized to wells. BSA was used as 
DQRQVSHFL¿FLPPRELOL]HGSURWHLQ9LDELOLW\RI&//FHOOVRQWRHDFKSURWHLQLVVKRZQDVSHUFHQWDJHRIEDVDO OHYHOV LQFRQWUROVXVSHQVLRQ
FXOWXUHVZLWKRXWLPPRELOL]HGSURWHLQV6WDWLVWLFDOVLJQL¿FDQFHVDUHVKRZQIRUFRPSDULVRQEHWZHHQXQWUHDWHGFXOWXUHVWRFRQWUROFXOWXUHVRUIRU
EphA2Fc treatments to untreated conditions. Whisper-box plots: mean (+) and median (-) values. D. CLL cells from LApos samples (n=3) 
were preincubated in suspension with poly-His tagged EphA2Fc or hFc as control. Cell suspensions were then incubated with biotin anti-His 
IROORZHGE\$OH[D)OXRUVWUHSWDYLGLQDQGDGKHUHGWRVOLGHVIRUPLQ&$IWHUSDUDIRUPDOGHK\GH¿[DWLRQ3)LQ3%6VOLGHV
were incubated with AlexaFluor647 conjugated monoclonal Ab for the indicated integrin chains and analyzed through confocal microscopy 
6XSSOHPHQWDU\)LJXUH6$WOHDVW¿HOGVSHUH[SHULPHQWZHUHHYDOXDWHGIRUFRORFDOL]DWLRQDQDO\VLV&RORFDOL]DWLRQ7RRO,PDJH-
cells per sample were analyzed. E. CLL cell suspensions (105 /assay) were incubated for 30 min with EphA2Fc or Fc only in RPMI/2% FCS 
(Normal medium) or containing 1mM MnCl2 (Mn2+). Next, CLL cells were incubated with a PE coupled HUTS21 mAb in cold PBS (i) or PE 
FRXSOHGDQWL)FSUHFOXVWHUHG9&$0)FLQQRUPDOPHGLXPLLIROORZHGE\ÀRZF\WRPHWU\DQDO\VLV$UHSUHVHQWDWLYH/$SRV&//VDPSOHLV
VKRZQQ!VDPSOHV3DLUHGWZRWDLOHG6WXGHQW¶V7WHVWVLJQL¿FDQFHYDOXHV3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of human EphA2 (EphA2Fc) which results in ephrinA4 
UHYHUVH VLJQDOLQJ PRGXODWLQJ LQWHJULQ DI¿QLW\ >@ 7KH
viability of CLL cells was analyzed, as in the preceding 
TEM assays, at 12 hours of culture in suspension alone 
or onto plate immobilized rhICAM-1 or rhVCAM-1 or 
other integrin ligands of the extracellular matrix (ECM) 
LQFOXGLQJ¿EURQHFWLQ)1FROODJHQW\SH&/ODPLQLQ
/0RUYLWURQHFWLQ91(SK$)FGLGQRWVLJQL¿FDQWO\
affect the viability of CLL cells cultured onto immobilized 
BSA relative to control assays (Figure 3C-i-ii) discarding 
a direct role of ephrinA4 reverse signaling in CLL cell 
viability. However, it largely counteracted most of the 
effects onto integrin ligands (Figure 3C-i-ii), including the 
prosurvival ones observed in LApos cases onto either of the 
two endothelial ligands. ECM molecules mainly induced a 
decrease in the viability of CLL cells of all samples (Figure 
3C-i, ii) excluding FN which had prosurvival effects in 
/$SRVFDVHV)LJXUH&LLLFRQ¿UPLQJWKHFULWLFDOUROHRI
ĮLQWKLVFOLQLFDOJURXS7KHVHGDWDDJUHHGZLWKSURVXUYLYDO
VLJQDOVPHGLDWHGE\Į/DQGPDLQO\ĮLQWHJULQVLQ/$SRV
cases during diapedesis, as concluded from blocking them 
in the preceding TEM assays, and further highlighted a role 
of ephrinA4 in regulating them. In line with our previous 
¿QGLQJV>@(SK$)FLQGXFHGDVLJQL¿FDQWLQFUHDVHLQ
the number of non-adhered CLL cells recovered from the 
adhesion assays (not shown) which occurred in the absence 
RIDVLJQL¿FDQWGHFUHDVHLQLQWHJULQH[SUHVVLRQQRWVKRZQ
&RQIRFDOÀXRUHVFHQFHPLFURVFRS\GHPRQVWUDWHGDODFNRI
intracellular staining for integrins but rather showed their 
sequestration on the surface of the EphA2Fc treated CLL 
cells (Supplementary Figure S6) (Figure 3D). These results 
suggested that physical interactions on the cell surface 
rather internalization could modulate the integrin binding 
FDSDFLWLHV ,QGHHGÀRZF\WRPHWU\DQDO\VLVRI+876
$EVVWDLQLQJZKLFKUHFRJQL]HVKLJKDI¿QLW\FRQIRUPDWLRQV
of VLA4 integrins, demonstrated that EphA2Fc treatment 
strongly inactivated VLA4 in the CLL cells even when 
DUWL¿FLDOO\DFWLYDWHGWKURXJKDGGLWLRQRI0Q2++ to medium 
(Figure 3E-i). Accordingly, binding of soluble VCAM-1-Fc 
by CLL cells was dramatically reduced in the presence of 
EphA2Fc (Figure 3E-ii). In conclusion, these data supported 
WKDWHSKULQ$VLJQDOLQJLQKLELWVLQWHJULQDI¿QLWLHVIRUWKHLU
ligands and, hence, apoptotic/survival signals.
$EVHQFHRIHSKULQ$UHYHUVHVLJQDOLQJ
dramatically improves the survival of TM CLL 
cells from LApos cases
To demonstrate a role of ephrinA4 reverse signaling 
in TEM assays, CLL cells were preincubated with saturating 
amounts of the EphA2Fc recombinant molecules. Under 
these conditions, bidirectional signaling between CLL and 
endothelial cells through the receptor-ligand pair is inhibited 
while ephrinA4 reverse signaling into the CLL cells still 
can take place [16]. In these experiments, six samples of 
each LA condition were chosen that differed in ephrinA4 
expression levels within each group (Figure 4C; Table 1). 
,QOLQHZLWKRXUSUHYLRXV¿QGLQJV>@UK(SK$GLGQRW
VLJQL¿FDQWO\ FKDQJHG LQWHJULQ H[SUHVVLRQ RI &// FHOOV
(Figure 4A) but led to a marked drop in the TEM rate of 
all samples (Figure 4B) in concert with the inhibition of 
integrin adhesions. Indeed, as in the integrin blocking TEM 
DVVD\VLWVLJQL¿FDQWO\LQFUHDVHGERWKWKHYLDELOLW\RIQRQ
TM and TM cells in all samples (Figure 4C-i) and, more 
importantly, the survival outcome of TM cells relative to 
basal levels in suspension cultures but not relative to the 
non-TM ones of LApos cases (Figure 4C-ii). Altogether, 
these data supported that ephrinA4 reverse signaling during 
diapedesis likely inhibits integrin prosurvival signals into 
the CLL cells of LApos cases.
Next, we blocked ephrinA4 signaling in TEM 
assays through siRNA mediated silencing of EphA2 in 
the endothelial cells. However, absence of this receptor 
in the endothelial cells rendered them unable to form a 
tightly packed monolayer (Figure 4D) thus limiting further 
TEM assays. Next, we challenged ephrinA4 silencing in 
the CLL cells from the 6 LApos and LAneg cases used 
in the preceding EphA2Fc TEM. Forty-eight hours after 
nucleofection, we found a strong reduction of ephrinA4 
expression on the cell surface (Figure 5A) without 
VLJQL¿FDQWO\ FRPSURPLVLQJ WKHLU YLDELOLW\ DV FRPSDUHG
to untreated or control nucleofected samples. EphrinA4 
NQRFNGRZQKDGQRWVLJQL¿FDQWHIIHFWVRQWKHH[SUHVVLRQ
of integrins but markedly reduced the TEM rate of 
samples as compared to siRNA neg or untreated CLL 
cells (Figure 5B-i) and the number of CLL cells retained 
onto the HUVEC monolayer increased as determined 
E\ ÀXRUHVFHQW PLFURVFRS\ DQDO\VLV RI WUDQVZHOO ¿OWHUV
)LJXUH%LLLLL&ROOHFWLYHO\ WKHVH¿QGLQJVFRQ¿UPHG
that ephrinA4 decreases adhesion [16, 18]. In terms of 
viability, ephrinA4 knock-down led to a marked decrease 
in the viability of non-TM cells of both LA clinical groups 
compared to siRNA neg nucleofected or untreated cells 
(Figure 5C-i) which was compatible with the increased 
adhesion and, hence, occurrence of proapoptotic signals 
at initial steps of TEM. By contrast, the viability of TM 
cells was dramatically improved in the LApos but not the 
LAneg cases compared to that in untreated samples and, 
more importantly, to their corresponding non-TM cells 
)LJXUH&LD¿QGLQJDOVRFRQ¿UPHGLQWHUPVRIVXUYLYDO
outcome (Figure 5C-ii). Together with the preceding 
integrin blocking or EphA2Fc TEM assays, these results 
supported that switching-off ephrinA4 reverse signaling 
during diapedesis represented a survival advantage for the 
CLL cells of LApos cases.
6ROXEOHHSKULQ$ELQGLQJWRHQGRWKHOLXP
strongly potentiates survival advantage of CLL 
LApos cases
As previously demonstrated by us [18], herein 
ZHFRQ¿UPHGKLJKHU OHYHOV RI VROXEOH HSKULQ$ LQ WKH
Oncotarget48489www.impactjournals.com/oncotarget
)LJXUH(SKULQ$UHYHUVHVLJQDOLQJLQKLELWVVXUYLYDOVLJQDOLQJGXULQJGLDSHGHVLV CLL cells from the indicated patients 
having (LApos) or not (LAneg) lymphadenopathy were preincubated with EphA2Fc or hFc or left untreated and allowed transmigrating 
through TNF-HUVEC monolayers (TEM assays) or cultured in suspension (suspension cultures) for 12 hours. A.5HSUHVHQWDWLYHÀRZ
F\WRPHWU\KLVWRJUDPVRIĮRUĮ/LQWHJULQH[SUHVVLRQLQ&//FHOOVEHIRUHDQGDIWHULQFXEDWLRQZLWK(SK$)FB. TEM rate of samples, 
DVGHWHUPLQHGE\ÀRZF\WRPHWU\ZHUHFRPSDUHGEHWZHHQK)FRU(SK$)FWUHDWPHQWVWRXQWUHDWHGFXOWXUHVLQ/$SRVDQG/$QHJFDVHV
C. Effects of EphA2Fc in viability of CLL cells. i) Absolute levels of viable CLL cells in suspension cultures or in TEM assays (non-TM 
and TM cells) after rhEphA2Fc or hFc treatment compared to control, untreated CLL cells. ii) Relative viability of TM cells as percentage 
of basal levels in suspension cultures or of the corresponding non-TM cells. D.+89(&ZHUHQXFOHRIHFWHGZLWK(SK$VSHFL¿FRUQHJDWLYH
control siRNA. VE-Cadherin (green) stained HUVEC cultures demonstrated that EphA2 silencing inhibited the formation of a proper 
FRQÀXHQWPRQROD\HU3DLUHGWZRWDLOHG6WXGHQW¶V7WHVWVLJQL¿FDQFHYDOXHV3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serum from patients having lymphadenopathy than in 
those lacking it (Figure 6A) whereas a clear association 
with other parameters was not found (Figure 6A). 
Mechanistically, soluble ephrinA4 enhances extravasation 
of CLL cells after binding to EphA2 receptor on the 
surface of endothelial cells [16] through inhibiting cell 
surface expressed ephrinA4 mediated reverse signaling, 
thus allowing integrin mediated adhesions. Furthermore, 
EphA2 mediated sequestration and internalization of 
VCAM-1 and ICAM-1 endothelial ligands could be 
involved in this process [18]. To analyze whether this 
mechanism could contribute to improve the survival of 
CLL cells in TEM assays, we preincubated the TNF-
HUVEC monolayer with saturating amounts of soluble 
recombinant human ephrinA4 (ephrinA4Fc) as previously 
described [18]. This resulted in an increased TEM rate of 
/$SRVEXWQRWWKH/$QHJFDVHV)LJXUH%LFRQ¿UPLQJ
RXUSUHYLRXV¿QGLQJV>@0RUHRYHUWKHYLDELOLW\RIQRQ
TM and TM cells of LApos samples was dramatically 
improved (Figure 6B-ii) along with an enhancement in 
)LJXUH$EVHQFHRIHSKULQ$UHYHUVHVLJQDOLQJGXULQJ7(0LQFUHDVHVVXUYLYDORXWFRPHRI70FHOOVLQ/$SRVVDPSOHV 
CLL cells of the 12 patients used in EphA2Fc assays having (LApos) or not (LAneg) lymphadenopathy (Figure 4), were nucleofected 
ZLWKHSKULQ$VSHFL¿FRUQHJDWLYHFRQWUROVL51$GXSOH[HVRUOHIWXQWUHDWHGA.(SKULQ$VLOHQFLQJZDVGHWHUPLQHGE\ÀRZF\WRPHWU\
48 hours after nucleofection. B. Untreated or nucleofected cells (siRNA neg or ephrinA4) were left transmigrating for 12 hours through 
71)+89(&L7(0UDWHRIVDPSOHVPHDVXUHGE\ÀRZF\WRPHWU\LL7UDQVZHOO¿OWHUVIURP7(0DVVD\VZHUHVWDLQHGZLWKDQWL&'
mAb (green, HUVEC junctions) and Hoechst (blue, nuclei) and examined by confocal microscopy (40x oil immersion; Leica TCS-SP2). 
CD31 junctions were not altered in the HUVEC monolayer of ephrinA4 knock-down samples. iii) Absolute counts of CLL cells adhered to 
71)+89(&ZHUHPHDVXUHGE\LPDJHDQDO\VLV,PDJH-!QXFOHLFRXQWHGSHU¿OWHUC. Analysis of CLL cells viability in TEM assays 
after ephrinA4 knock-down. i) Absolute levels of viable CLL cells in suspension cultures or in TEM assays (non-TM and TM cells) were 
FRPSDUHGEHWZHHQHSKULQ$VSHFL¿FRUQHJFRQWUROVL51$QXFOHRIHFWHGWRFRQWUROXQWUHDWHG&//FHOOVLL5HODWLYHYLDELOLW\RI70FHOOV
DVSHUFHQWDJHRIEDVDOOHYHOVLQVXVSHQVLRQFXOWXUHVRURIQRQ70FHOOV3DLUHGWZRWDLOHG6WXGHQW¶V7WHVWVLJQL¿FDQFHYDOXHV3
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)LJXUH7UHDWPHQWRI71)+89(&ZLWKVROXEOHUHFRPELQDQWKXPDQHSKULQ$VWURQJO\SRWHQWLDWHVVXUYLYDORI&//
cells and a possible transcellular TEM pathway. A. Soluble ephrinA4 levels in the serum of CLL patients were determined by 
indirect ELISA (ng/mL) and possible associations with clinical parameters examined. B. CLL cells from 12 patients having (LApos) or 
QRW/$QHJO\PSKDGHQRSDWK\XVHGLQWKH(SK$)FRUVL51$DVVD\V)LJXUHVDQGZHUHOHIWWUDQVPLJUDWLQJKRXUVWKURXJK71)Į
preactivated HUVEC monolayers preincubated (30 min) with saturating amounts of recombinant human ephrinA4 (HUVEC+ephrinA4Fc), 
SXUL¿HGKXPDQ)F+89(&K)FRUXQWUHDWHGEHIRUHDGGLWLRQRI&//FHOOVL$EVROXWHQXPEHURIWUDQVPLJUDWHGFHOOV70ZDVFRXQWHG
E\ÀRZF\WRPHWU\DQGH[SUHVVHGDVSHUFHQWDJHRIWRWDOLQSXWFHOOV7(0UDWHLL$EVROXWHOHYHOVRIYLDEOH&//FHOOVLQVXVSHQVLRQFXOWXUHV
or in TEM assays (non-TM and TM cells) in the ephrinA4Fc or hFc treated TEM assays were compared to untreated conditions. iii) Relative 
viability of TM cells normalized to basal levels (suspension cultures) or to the corresponding non-TM cells in the ephrinA4Fc or hFc 
treatments compared to untreated TEM assays. C.L7UDQVZHOO¿OWHUVZHUHVWDLQHGZLWKDQWL9(&DGKHULQJUHHQ+89(&MXQFWLRQVDQG
Hoechst (blue, nuclei) and examined by confocal microscopy. Adhered CLL cells were located at VE-Cadherin interendothelial junctions 
RUVHSDUDWHGIURPWKHPLLLLL&DYHROLQDQG,&$0LPPXQRÀXRUHVFHQFHVWDLQLQJRI7(0DVVD\VGRQHLQFKDPEHUVOLGHVKRXUVDIWHU
FRFXOWXUHZLWK/$SRV&//FHOOVLL&//FHOOVLQVLGHRI+89(&ZHUHVXUURXQGHGE\FDYHROLQHQGRWKHOLDOFDYHRODDVWHULVNV!ȝPIURP
VE-Cadherin junction) and ICAM-1. Insets show Z- views of caveolin and ICAM-1 staining for a a transcellular (TC) and a paracellular 
3&7(0&//QXFOHLLLL0HDVXUHPHQWRI&//FHOOVORFDWHGZLWKLQFDYHROLQDW9(&DGKHULQMXQFWLRQVRUXQFODVVL¿HGLQHSKULQ$)F
treated compared to untreated TNF-HUVEC after 2 hours coculture (at least 200 nuclei were counted per condition). Paired two-tailed 
6WXGHQW¶V7WHVWVLJQL¿FDQFHYDOXHV3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the survival outcome of TM cells compared to untreated 
FRQWURO 7(0 DVVD\V )LJXUH %LLL FRQ¿UPLQJ D
prosurvival role of soluble ephrinA4 during TEM of 
LApos CLL cells.
1H[WLPPXQRÀXRUHVFHQFHPLFURVFRS\DQDO\VLVRI
WKHWUDQVZHOO¿OWHUVVKRZHGWKDW9(&DGKHULQ+ junctions 
between HUVECs were unaltered in the ephrinA4Fc 
treatments (Figure 6C-i) discarding that CLL cells 
traversed through holes as a possible explanation to the 
increased survival. Moreover, CLL cells located at VE-
Cadherin junctions (Figure 6C-i), suggesting a paracellular 
3& 7(0 URXWH RU DW ! ȝP IURP WKHP SRVVLEO\
following a transcellular (TC) TEM routes, as previously 
GHPRQVWUDWHG>@7RFRQ¿UPD7&7(0SDWKZD\ZH
examined by confocal microscopy a possible association 
between intracellular caveolin-1 staining, which has been 
related with this TEM route in lymphocytes [26, 27], and 
the CLL cells actually inside of endothelial cells located > 
ȝPRILQWHUHQGRWKHOLDOMXQFWLRQV0DQ\&//FHOOVLQVLGH
of HUVEC were distinctly located within caveolin-1+ 
endothelial vacuoles and surrounded by ICAM-1 staining 
(Figure 6C-ii) suggesting a TC route of TEM. Image based 
FRXQWLQJRI&//FHOOVDW9(&DGKHULQMXQFWLRQVRU!ȝP
within caveolin-1 in TEM assays revealed an increased 
frequency of the later under ephrinA4Fc treatments 
(Figure 6C-iii) in concert with an enhanced TC pathway 
WKURXJKWKHHQGRWKHOLDOFHOOERG\7KHVHGDWDFRQ¿UPHG
that soluble ephrinA4Fc does not induce a TEM of CLL 
cells through disassembling interendothelial junctions but 
rather through endothelial cells themselves likely through 
a TC route of TEM.
(SKULQ$FDQEHGHWHFWHGLQWKH+(9RI&//
lymphadenopathies and enhances viability 
RI&//FHOOVLQ¿OWUDWLQJWKHO\PSKQRGHRI
adoptively transferred mice
A possible correlation between apoptosis and 
in vivo extravasation was indirectly investigated by 
LPPXQRÀXRUHVFHQFH PLFURVFRS\ DQDO\VLV RI &//
lymphadenopathies. Apoptotic cells were detected 
in tissue sections through TUNEL staining and their 
location relative to HEV through PNAd staining. At 
ORZ PDJQL¿FDWLRQ ZH FRQ¿UPHG DQ DFFXPXODWLRQ RI
DSRSWRWLF FHOOVZLWKLQ  ȝP DUHDV XQGHU WKH FDSVXOH
in the three LA studied (Figure 7A-i). Because normal 
lymph node architecture is profoundly effaced in 
CLL lymphadenopathies we referred to these areas 
concentrating apoptotic cells near the capsule as outer 
rather than cortical regions, and as inner regions to the 
deeper ones inside of the LA parenchyma. Interestingly, 
apoptotic cells were closer to HEV in outer than 
inner regions (Figure 7A-i) indirectly suggesting an 
association with extravasation. After extravasation normal 
O\PSKRF\WHVDUHUHWDLQHGIRUKRXUVZLWKLQDQDUHDRI
ȝPDURXQGWKH+(9RIFRUWLFDOO\PSKQRGHUHJLRQV
EHIRUHLQ¿OWUDWLQJWKH/1SDUHQFK\PD>@DIHDWXUHWKDW
correlated with an accumulation of apoptotic cells around 
them. Indeed, we found that the number of apoptotic nuclei 
ZLWKLQȝPDURXQGWKH+(9ZDVPDUNHGO\KLJKHULQ
the outer than the inner LA areas (Figure 7A-ii) suggesting 
that they could represent recently extravasated CLL cells. 
Its possible association with ephrinA4 staining was further 
examined. EphrinA4 staining was found not only in the 
LQ¿OWUDWHG&//FHOOVEXWDOVRZLWKLQWKHHQGRWKHOLDOFHOOV
RI+(9ERXQGWR(SK$)LJXUH%L4XDQWL¿FDWLRQRI
ephrinA4 staining bound to EphA2 in HEV in outer and 
LQQHUUHJLRQV)LJXUH%LLUHYHDOHGDVLJQL¿FDQWKLJKHU
frequency in the former (Figure 7B-iii) thus following 
a completely opposed distribution to that observed for 
apoptotic cells. Altogether these data supported a possible 
in vivo prosurvival role of soluble ephrinA4 related to the 
extravasation of CLL cells into lymphadenopathies.
To assess this in a more physiological condition, 
CFSE stained human CLL cells of LApos and LAneg 
patients were adoptively transferred to Balb/c mice 
receiving different amounts of a soluble ephrinA4 
SXUL¿HGIURPWKHVHUDRI&//SDWLHQWV7KHSHUFHQWDJH
and viability of CLL cells was analyzed 24 hours later 
E\ ÀRZ F\WRPHWU\ 6XSSOHPHQWDU\ )LJXUH 6 LQ FHOO
suspensions of the popliteal lymph node where the number 
of endogenous mouse lymphocytes is greatly lower than 
in other lymph nodes. EphrinA4 led to an increase in the 
proportion (Figure 7C, Bars) and viability (Figure 7C, 
lines) of the human CLL cells recovered from the lymph 
nodes of mice inoculated with LApos samples in a 
concentration-dependent manner.
DISCUSSION
+HUHLQZHSURYLGHHYLGHQFHIRUWKH¿UVWWLPHWKDW
CLL cells establish physical contacts with endothelia that 
can result in decreased survival during extravasation. In 
patients having lymphadenopathy, CLL cells are able of 
FROOHFWLQJSURVXUYLYDO VLJQDOV WKURXJKĮ/ȕDQGĮȕ
integrins linked to ICAM-1 and VCAM-1 mediated 
diapedesis. In these processes, the soluble form of 
ephrinA4, that accumulates in the sera of patients having 
lymphadenopathy [18], plays an instrumental role. In 
these patients, ephrinA4 binding to EphA2 receptor 
on the luminal side of endothelial cells facilitates 
the adherence and migration of CLL cells through 
the endothelial vessels of lymphoid tissues, coupling 
enhanced TEM to prosurvival signals. Thus, the present 
¿QGLQJV H[SDQG RXU SUHYLRXV VWXGLHV RQ WKH UROH RI
ephrinA4 isoforms in CLL cell adhesion and TEM [16, 
18] by further connecting them to CLL cell survival and 
lymphadenopathy.
Our present results shed new light on the role 
of endothelial cells in CLL. In accordance with 
previous studies [3, 4, 6, 29–31] we demonstrate that 
endothelial cells can provide prosurvival signals to 
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)LJXUH6ROXEOHKXPDQHSKULQ$LQ+(9RIO\PSKDGHQRSDWKLHVLQYHUVHO\FRUUHODWHVZLWKDSRSWRWLFFHOOVQHDU+(9
dramatically enhancing the number and viability of human CLL cells recovered from lymph node of adoptively 
transferred mice. A-B.6HYHQȝPWKLFNVHFWLRQVIURPIUR]HQ&//O\PSKDGHQRSDWKLHV/$QDQGFRUUHVSRQGLQJWR&//SDWLHQWV
QDQGUHVSHFWLYHO\ZHUH¿[HGLQDFHWRQHDQGVHTXHQWLDOO\LQFXEDWHGZLWK$781(/ZKLWHDQGDQWLERGLHVDJDLQVW31$GUHG
or B) antibodies against PNAd (magenta), ephrinA4 (green), EphA2 (red). In all cases nuclei were counterstained with Hoechst (blue). 
)OXRUHVFHQWLPDJHVZHUHWDNHQLQDODVHUFRQIRFDOPLFURVFRSH7&663$2%6/HLFD$5HSUHVHQWDWLYHORZPDJQL¿FDWLRQLPDJHV[
of areas near the capsule (“Cortical” region, left panel) or deeper (>200um far from capsule, “Inner” regions; right panel). ii) Frequency 
RIDSRSWRWLFQXFOHLDURXQGȝPRUVHSDUDWHGIURP+(9LQFRUWLFDODQGLQQHU/$UHJLRQVSSS%L
HEV (PNAd+, magenta; dotted line) showed strong ephrinA4 staining co-localizing with EphA2. (63x). ii) Regions of interest (ROI) were 
traced around HEV according to EphA2 staining (left). Intensity of ephrinA4 staining within ROIs was measured (pseudocolor scale inset). 
LLL+(9VFRQWDLQLQJSL[HOVDERYHJUD\VFDOHVZHUHFRQVLGHUHGDVSRVLWLYH:KLVSHUER[SORWVRI!PHDVXUHG¿HOGVIURP
HDFK/$VHFWLRQ8QSDLUHGWZRWDLOHG6WXGHQW¶VWWHVWVLJQL¿FDQFHYDOXHVZHUHSSSC. Human CLL cells 
ZHUHVWDLQHGZLWK&)6(ÀXRUHVFHQWWUDFHUDQGDGRSWLYHO\WUDQVIHUUHGLQWRJHUPIUHH\RXQJ%DOEFPLFHî7 per mice) by intravenous 
LQMHFWLRQWKURXJKWKHWDLOYHLQDORQJZLWKLQFUHDVLQJFRQFHQWUDWLRQVRIKXPDQVROXEOHHSKULQ$SXUL¿HGIURPWKHVHUDRISDWLHQWV0LFH
ZHUHVDFUL¿FHGKRXUVODWHUDQGFHOOVXVSHQVLRQVIURPSRSOLWHDOO\PSKQRGHVVWDLQHGZLWKDQDQWLPRXVH&'DQWLERG\$QQH[LQ93(
DQG$$'IRUÀRZF\WRPHWU\DQDO\VLV+XPDQ&//FHOOVZHUHJDWHGDFFRUGLQJWR&)6(SRVLWLYLW\DQGQHJDWLYLW\IRUDQWLPRXVH&'
(Suppl. Figure S1). Data (mean±SD) were compared to mice receiving human CLL cells in PBS without ephrinA4. Five animals were 
XVHGSHUVDPSOHDQGH[SHULPHQWDOFRQGLWLRQ3DLUHGWZRWDLOHG6WXGHQW¶V7WHVWVLJQL¿FDQFHYDOXHVZHUHSSS
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WKH OHXNHPLD FHOOV ZLWKLQ LQ¿OWUDWHG WLVVXHV ZKLFK
are largely mediated by the release of prosurvival 
soluble factors. This is dependent on physical contacts 
between both cell types likely favored by prolonged 
FRH[LVWHQFHZLWKLQWKHLQ¿OWUDWHGWLVVXHV,QVXSSRUWLQJ
this hypothesis we demonstrated a lack of prosurvival 
HIIHFWV LQ SURORQJHG FRFXOWXUHVZKHQ XVLQJ 3)¿[HG
rather than alive HUVEC. Besides, conditioned medium 
from long term cocultures protected the CLL cells from 
spontaneous and TNF-HUVEC mediated apoptosis 
in overnight (12 hours) cultures. By contrast, the 
timeframe of extravasation process is not presumably 
long enough [27] to promote the release of soluble 
factors by endothelial cells while proapoptotic signals 
through physical contacts could predominate. This is 
supported by the increase of apoptotic CLL cells in 
the non-TM cells and can likely take place as early 
as 2 hours after contact as further demonstrated in 
FRFXOWXUHV ,W ZRXOG EH LQWHUHVWLQJ WR FRQ¿UP RXU
UHVXOWVXQGHUÀRZFRQGLWLRQVLQDPRGHOUHFHQWO\XVHG
E\ RWKHU DXWKRUV > @ RU WKURXJK DGDSWLQJ ÀRZ
conditions to transwells [33]. During diapedesis the 
CLL cells can be rescued from propapoptotic signals 
received at initiation of TEM in LApos cases. However, 
we cannot exclude that the migrated CLL cells could 
receive other survival signals once inside the lymph 
node parenchyma although our studies in LN sections 
show numerous apoptotic cells near to HEV. These data 
suggest that many recently migrated cells die without 
LQ¿OWUDWLQJ WKH WLVVXH DQG HVSHFLDOO\ ZKHQPLJUDWLQJ
through the HEV lacking ephrinA4 that predominate in 
outer LA regions.
2XU UHVXOWV DOVR FRQ¿UP D FULWLFDO UROH RI
integrins in the pathobiology of CLL [13, 34–36] 
further emphasizing that they represent a link 
between extravasation and survival of leukemia cells. 
,QFUHDVHG OHYHOV RI &'G Į H[SUHVVLRQ FDQ EH
associated with inferior prognosis in IgHV-UM and 
CD38 expressing cases [37] and the occurrence of 
trisomy 12 likely associating with the appearance of 
lymphadenopathies [12-14, 22]. Its expression in CLL 
cells of LApos patients has been related with enhanced 
Į/ȕ DGKHVLRQ WR ,&$0 GXULQJ WUDQVHQGRWKHOLDO
migration [34]. Indeed, CLL cells from patients lacking 
O\PSKDGHQRSDWK\ VKRZ D GHIHFWLYH Į/ȕ GHSHQGHQW
motility and TEM which is in part corrected through 
H[SUHVVLRQRIĮȕLQWKRVHVXIIHULQJWKLVRUJDQRPHJDO\
[34, 38]. This likely explains the lack of LAneg samples 
to receive prosurvival signal in TEM or when cultured 
onto ICAM-1 or VCAM-1 and further emphasizes the 
survival advantage of LApos cells. In agreement with 
SUHYLRXV VWXGLHV KLJKOLJKWLQJ D FULWLFDO UROH RI Į LQ
the endothelial mediated survival of CLL cells [6, 15, 
38, 39]] we further demonstrate that this is especially 
relevant in lymphadenopathy cases. By contrast, the 
¿QGLQJ RI SURDSRSWRWLF VLJQDOLQJ PHGLDWHG E\ WKHVH
and/or other integrins in the CLL cells when cultured 
onto ECM ligands or that highlighted in TEM assays 
were completely unexpected. Integrins dual effects 
on cell survival, interchanging apoptosis or survival 
outcomes, have been found in other cell types including 
hematopoietic tumor cells [40–43]. This can be related 
with potentiated and sustained adhesion [40] or through 
unligated integrins [41] or their activation state prior 
to ligation recruiting caspases [41] and/or ERK rather 
than Akt kinase [42]. Together these mechanisms and/
or other unknown ones may contribute to the presently 
REVHUYHGDSRSWRWLFRXWFRPHZKHQDGKHULQJWRLQÀDPHG
endothelium through ligands different from ICAM-1 or 
VCAM-1.
In keeping with such an integrin dependent 
survival of CLL cells, cell surface expressed ephrinA4 
arises as a critical mediator counteracting apoptosis at 
initial adhesion steps and nonetheless the prosurvival 
ones in LApos CLL cells during diapedesis. Repulsive 
signals mediated by the surface expressed isoform, as 
SUHYLRXVO\ VKRZQ E\ XV >@ DORQJZLWK EORRGÀRZ
could likely contribute to detach the CLL cells from 
vascular vessels preventing adhesion related apoptotic 
signals. In LApos patients, by contrast, down regulation 
of membrane expressed ephrinA4 is needed to allow 
WKH¿UPDGKHVLRQ WRHQGRWKHOLXP WKURXJKĮDQGĮ/
integrins [16, 18]. Moreover, we show that ephrinA4 
LV DEOH RI LQKLELWLQJ KLJK DI¿QLW\ FRQIRUPDWLRQDO
states of integrins through cell surface dependent 
physical sequestration rather than cell internalization. 
In supporting this mechanism, we also show enhanced 
adhesion to endothelium of ephrinA4 silenced CLL 
cells. The knock-down assays further demonstrate that 
absence of reverse signaling, but not of ephrinA4 itself, 
is necessary for LApos samples to go on with diapedesis 
but not for recruiting survival signals via integrins. 
The inverse association between ephrinA4 and CD49d 
molecules further highlights the possible existence of 
common mechanisms regulating their expression on 
the CLL cells to assure extravasation. Remarkably, 
in spite of the low number of tris12 and del11q cases 
included in the present study, most of them showed 
low ephrinA4 levels on the surface of CLL cells, a 
¿QGLQJWKDWFRXOGEHOLQNHGWRWKHLQFUHDVHGWHQGHQF\
to develop lymphadenopathies in these patients.
Accordingly, it is on this basis that binding of the 
soluble ephrinA4 to endothelial EphA2 arises as a critical 
mechanism to promote TEM [21–23] coupled to survival 
LQ/$SRVFDVHV7KH¿QGLQJRIDSRSWRWLF&//FHOOVQHDU
HEV lacking ephrinA4 within the lymphadenopathies 
indirectly supported also the possible occurrence of this 
SURFHVVLQYLYR7KLVZDVIXUWKHUFRQ¿UPHGLQFKLPHULF
mice assays that, although not physiological at all, 
represent a good experimental protocol to study in vivo 
lymph node or bone marrow seeding capacity of human 
CLL cells [12, 44]. Besides we show that soluble ephrinA4 
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could promote a transcellular TEM route of CLL cells, as 
concluded from the VE-cadherin and caveolin-1 stainings 
of TEM assays, rather than through inducing holes in 
the HUVEC monolayer as observed in other endothelial 
studies of permeability using ephrinA1 rather than 
ephrinA4 [20]. Caveolin-1 mediated TC TEM is coupled 
to ICAM-1 and VCAM-1 transcytosis [26] similarly 
to what we have observed in the case of ephrinA4 
mediated internalization of EphA2 [16]. Moreover, 
EphA2 can physically interact with caveolin-1 as indeed 
demonstrated at a biochemical level [45]. Together these 
data may shed new light on the long lasting question 
DERXWWKHVLJQL¿FDQFHRID7&YHUVXVD3&URXWHRI7(0
[26, 27, 46].
Within this context, ephrinA4 could play an 
instrumental role in ensuring survival of the CLL 
cells linked to extravasation and lymphadenopathy, as 
summarized in Figure 8. In conclusion, our results provide 
new data on the survival mechanisms developed by CLL 
cells in vivo, demonstrating that extravasation could 
represent a disadvantageous event to be exploited for 
preventing nodal dissemination.
Figure 8: Summary of extravasation decisions and survival outcome of CLL cells according to lymphadenopathy 
FRQGLWLRQGHWHUPLQHGE\LQWHJULQDQGHSKULQ$PHFKDQLVPV In patients without lymphadenopathy (LAneg, left), CLL cells have 
ORZOHYHOVRIĮLQWHJULQH[SUHVVLRQLPSDLULQJWKHLUH[WUDYDVDWLRQEXWQRWDGKHVLRQWRHQGRWKHOLXPOLNHO\WKURXJKĮ/ȕ,QWKHVHFRQGLWLRQV
a low frequency of CLL cells extravasate between adjacent endothelial cells (paracellular TEM route) without receiving prosurvival signals 
DQG¿QDOO\GLH0RVW&//FHOOVKRZHYHUZLOOGHWDFKIURPHQGRWKHOLXPDVDUHVXOWRIWKHLUKLJKHSKULQ$H[SUHVVLRQRQWKHFHOOVXUIDFH
DOORZLQJWKHPWRFRQWLQXHÀRZLQJZLWKLQEORRG7KHOHYHOVRIVROXEOHHSKULQ$LQWKHVHUDRI/$QHJSDWLHQWVDUHQRWKLJKHQRXJKWR
counteract the binding of the cell surface expressed one to endothelial EphA2 and detachment. In patients with lymphadenopathy (right) 
/$SRVH[SUHVVLRQRIĮLQWHJULQLVKLJKHQRXJKWRDOORZH[WUDYDVDWLRQ,QWKHVHSDWLHQWV&//FHOODGKHVLRQWRHQGRWKHOLXPLVIDFLOLWDWHG
by low expression of ephrinA4 on their surface and the high levels of soluble isoform in sera which binds to endothelial EphA2. As a 
result, adhesion to endothelium will take place facilitating apoptotic signals which, nonetheless, are counteracted in the CLL cells that 
successfully bind to ICAM-1 and VCAM-1 induced upon EphA2 aggregation. A mechanism coupling EphA2 to caveolin-1 could promote 
a transcellular TEM route.
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MATERIALS AND METHODS
Ethics statement
Investigation has been conducted in accordance with 
the ethical standards and according to the Declaration of 
Helsinki and national and international guidelines and has 
been approved by the authors’ institutional review board.
Patients
Patients gave written informed consent before 
inclusion in this study. Research has been approved by 
the Ethics and Research Committees of Universidad 
Complutense de Madrid and H. Morales Meseguer of 
Murcia according to the principles embodied in the 
Declaration of Helsinki. The sample size was calculated 
prospectively for each one of the disease parameters to 
EHVWXGLHG 3RZHU Į63666DPSOH3RZHU
3, IBM). Under these criteria a total of 30 subjects were 
included (Table 1). FISH and IgHV gene mutational status 
analysis were performed according to previously published 
methods (Supplementary Material and Methods).
Blood samples were centrifuged onto density-
gradient (Histopaque 1.077, Sigma-Aldrich) incubated with 
OLQHDJHVSHFL¿FDQWLERGLHV$EVLQ3%6PRXVHDQWL&'
-CD2, -CD56, -CD14 and -CD13 antigens; BD Biosciences, 
Europe, Spain) followed by MACS-conjugated anti-mouse 
secondary Abs (Miltenyi Biotech, Spain) before depletion 
in an AutoMACS separator (Miltenyi Biotech, Spain). CLL 
RU%FHOOVSXULWLHVZHUH
Fresh small fragments of lymphadenopathies were 
available from three patients (CLL patients n. 3, 18 and 28; 
Table 1) that were embedded in cryoprotective medium 
(TissueTeck, Leica) and snap-frozen in liquid N2.
Transendothelial migration (TEM) assays
TEM assays were performed as previously 
GHVFULEHG>@%ULHÀ\FRQÀXHQWPRQROD\HUVRI+89(&V
3URPR&HOO 6SDLQ ZHUH JURZQ RQWR WKH ¿OWHUV RI
WUDQVZHOO SODWHV [ZHOO WUDQVZHOO SODWHV  ȝP SRUH
VL]H &RUQLQJ DQG VWLPXODWHG RU QRWZLWK71)Į 
ng/mL; PeProtech, Europe) for 4 hours. HUVEC were 
left by 6 hours in fresh medium without cytokine before 
addition of CLL or B cells onto them, for TEM assays, or 
in the bottom chambers for control suspension cultures 
(5×105/well). At the indicated time-points, cells were 
harvested in PBS from the bottom and upper chambers 
(transmigrated (TM) or non-transmigrated (non-TM) 
cells in TEM assays, respectively). Where indicated, 
cellular density was increased in the bottom chambers 
WKURXJKGLUHFWDGGLWLRQRI&)6(ÀXRUHVFHQWO\SUHVWDLQHG
CLL cells (5×105ZHOO DQG&DUER[\ÀXRUHVFHLQ
'LDFHWDWH 6XFFLQLPLG\O (VWHU RI ÀXRUHVFHLQ  ȝ0
7KHUPR¿VKHU
Where indicated, HUVEC monolayers or CLL 
suspensions were preincubated for 30 min with Fc 
IUDJPHQWV RI KXPDQ ,J* K)F  ȝJP/ -DFNVRQ
in the presence or not of saturating amounts of hFc 
tagged recombinant extracellular domain dimers of 
KXPDQ HSKULQ$ HSKULQ$)F 5	'  ȝJP/ 
PLQ (SK$ (SK$)F  ȝJ6 cells), VCAM-1 
UK9&$0ȝJ6 cells) or ICAM-1 (rhICAM-1) 
(all from R&D). Saturating concentrations were 
GHWHUPLQHGE\ÀRZF\WRPHWU\XVLQJDQDQWLK)FRUSRO\
His antibody as previously described [16].
Suspension cultures onto plate immobilized 
integrin ligands
Recombinant cell adhesion molecules ICAM-
 DQG 9&$0  ȝJP/ HDFK 5	' H[WUDFHOOXODU
PDWUL[SURWHLQV(03LQFOXGLQJ¿EURQHFWLQ)1ȝJ
P/YLWURQHFWLQ91ȝJP/ODPLQLQ/0ȝJ
P/W\SH,FROODJHQȝJP/DOOIURP%'RUFRQWURO
SURWHLQ%6$ȝJP/6LJPDZHUHERXQGWRWKHÀDW
surface of 96-well culture plates (96 × multiwell culture 
plates, Corning) for 2 hours at 37°C. Where indicated 
CLL cell suspensions were incubated for 30 min with 
UHFRPELQDQW (SK$)F  ȝJ6 FHOOV DQG SXUL¿HG
K)FIUDJPHQWVRIKXPDQ,JVȝJ6 cells, Jackson) and 
extensively washed in culture medium before addition 
to culture wells (5×105/well). All cultures were done 
LQȝO¿QDOYROXPHRI IUHVKO\SUHSDUHG530,
supplemented with pyruvate (1mM), L-Gln (1 mM) and 1 
)&6LQDKXPLGL¿HGLQFXEDWRU&2&
Coculture assays
&RQÀXHQW PRQROD\HUV RI +89(&ZHUH JURZQ LQ
multiwell plates (96x wells plastic culture plates, Corning). 
HUVEC activation was performed by providing 10ng/ml 
71)Į3H3URWHFK(XURSHWRWKHFXOWXUHPHGLXPIRUKRXUV
followed by extensive washing in fresh medium without 
F\WRNLQH71)ĮDFWLYDWHGRUXQWUHDWHG+89(&PRQROD\HUV
ZHUH XVHG DOLYH RU ¿[HG LQ  SDUDIRUPDOGHK\GH 3)
in PBS for 20 min followed by extensive washing in 
fresh medium. CLL cell suspensions (5×105 / well) were 
harvested from cocultures or control suspension cultures 
without HUVEC at the indicated time points by extensive 
washing in PBS containing 5 mM EDTA.
siRNA knock-down assays
Mixed siRNAs duplexes targeting different exons 
of ephrinA4 (Supplementary Material and Methods) or 
negative control duplexes (Stealth RNAi negative control 
duplexes, medium-GC, Invitrogen) were nucleofected 
(300 nM) following manufacturer’s recommendations 
(Amaxa, nucleofection reagents #4DV4XP-3024; 
4D-Nucleofector X-unit). EphrinA4 protein knock-down 
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DQG&//YLDELOLW\ZHUHDQDO\]HGE\ÀRZF\WRPHWU\
hours postnucleofection.
Flow cytometry analysis
Cell suspensions were incubated with PE 
conjugated Annexin-V in HEPES buffer (ImmunoStep, 
Spain) followed by incubation with 7-AAD solution 
ȝJP/XQWLODQDO\VLVLQDIRXUFRORUÀRZF\WRPHWHU
(FACScalibur, BD; Flow Cytometry and Fluorescence 
Microscopy Centre, UCM). Absolute cell counts were 
PHDVXUHGE\ÀRZF\WRPHWU\%ULHÀ\WRWDOUHFRYHUHGFHOOV
ZHUH VXVSHQGHG LQ HTXLYDOHQW¿QDO YROXPHVRI3%6 WR
ZKLFKHTXLYDOHQWFRQFHQWUDWLRQVRIÀXRUHVFHQWFRXQWLQJ
beads were added (CountBrigth absolute counting beads, 
ThermoFisher). Acquisition was performed at low speed 
for 1 min. Absolute cell counts were determined according 
to the following formula:
(Number of B-cell events / Number of bead events) 
× number of beads added
)RU LPPXQRÀXRUHVFHQW VWDLQLQJ FHOO VXVSHQVLRQV
were incubated in cold PBS [0.1% bovine serum albumin 
(BSA)] (2×105FHOOVȝ/ZLWKVDWXUDWLQJDPRXQWVRI
antibodies to human antigens including: anti-CD19 (FITC, 
APC or PE), -CD5 (PECy5); FITC or PE-Cy5 anti-CD11a 
Į/&'ȕ&'ȕRU&'GĮDOOIURP
ImmunoStep, Spain); PE conjugated anti ZAP-70 or 
APC-CD38 (BD). Biotinilated goat-anti human ephrinA4 
polyclonal Ab (R&D, Vitro, Spain) in the presence of 
SXUL¿HG JRDW ,J* LPPXQRJOREXOLQV -DFNVRQ ,PPXQR
Research, Europe) followed by streptavidin (SAV)-
AlexaFluor-488 (Invitrogen).
4XDQWL¿FDWLRQRIVROXEOHHSKULQ$LQVHUXPE\
ELISA
Indirect ELISAs were carried out as previously 
GHVFULEHG >@ %ULHÀ\ SODWHV 0D[L6RUS 1XQF
Immunoplates, Nunc) were preincubated with an anti-
human ephrinA4 goat polyclonal antiserum (R&D) for 
DQWLJHQ FDSWXUH IROORZHGE\ DGGLWLRQRI ȝ/ VHUXP
samples diluted two to eightfold in binding buffer (TBS, 
0.5% Tween 20). After 4h incubation, the bound ephrinA4 
was detected by incubating wells with a biotinylated anti-
ephrinA4 antibody followed by SAV-HRPO conjugate 
(Jackson-Immunoresearch). Absorbance readings were at 
405 nm (reference wavelength 492 nm) on a microplate 
reader (Bio-Tek Instruments). Standard curves were 
generated with serial dilutions of a recombinant human 
ephrinA4 (R&D) (ng/ml).
Integrin activation state and ligand binding 
assays
CLL cell suspensions (106 /mL) were preincubated 
for 30 min (37°C) in RPMI/2%FCS culture medium, 
with or without MnCl2 P0 FRQWDLQLQJ SXUL¿HG )F
fragments of human IgG (Jackson). Next, cells were 
maintained in the same binding medium and incubated 30 
PLQZLWKUHFRPELQDQWKXPDQ(SK$ȝJ6 cells). To 
detect activated VLA4, cells were incubated in cold PBS 
with PE-conjugated HUTS-21 mAb (Becton Dickinson). 
To analyze soluble ligand binding, VCAM-1-Fc were 
SUHFOXVWHUHGZLWKD3(FRQMXJDWHGDI¿QLW\SXUH)DE¶2
fragment goat anti-human IgG, Fc gamma fragment 
VSHFL¿F-DFNVRQ,PPXQRUHVHDUFKEHIRUHDGGLWLRQWRWKH
EphA2Fcc-preincubated CLL cell suspensions.
Fluorescence microscopy studies
Fluorescence microscopy studies were performed, 
DFFRUGLQJO\ RQWR  SDUDIRUPDOGHK\GH ¿[HG  LQ
3%6  PLQ WUDQVZHOO ¿OWHUV IURP 7(0 DVVD\V 
DFHWRQH ¿[HG PLQ WLVVXH FU\RVHFWLRQV IURP &//
O\PSKDGHQRSDWKLHVȝPWKLFN/HLFDFU\RFXWWHUí&
3) CLL cell suspensions adhered onto microscope slides 
DQG ¿[HG LQ SDUDIRUPDOGHK\GH VROXWLRQ  LQ 3%6
30 min) or 4) CLL-HUVEC co-cultures in 16xwell 
glass chamber slides (Corning) as previously described 
[16]. FITC coupled TUNEL detection kit was used 
according to manufacturer recommendations (Roche). 
,PPXQRÀXRUHVFHQFHVWDLQLQJVZHUHGRQHLQKXPLGL¿HG
FKDPEHUVLQȝO3%6%6$FRQWDLQLQJȝJ
mL antibodies (Supplementary Material and Methods). 
1XFOHLZHUHFRXQWHUVWDLQHGZLWK+RHFKVWȝJP/
PLQ7KHUPR¿VKHU6DPSOHVZHUHPRXQWHGZLWKDQRQ
ÀXRUHVFHQWDQWLIDGLQJPRXQWLQJVROXWLRQ3URORQJ*ROG
7KHUPR¿VKHU&RQIRFDOLPDJHVZHUHDFTXLUHGLQDODVHU
confocal microscope system (Leica, TCS SP2 AOBS; 
Flow Cytometry and Fluorescence Microscopy Centre, 
UCM).
Image analyses tools and procedures were 
performed with Image J (Supplementary Material and 
Methods).
Xenograft assays in mice
Germ-free BALB/c mice (Charles River 
Laboratories) were intravenously injected through the 
WDLO YHLQZLWK&)6(SUHVWDLQHG ȝ07KHUPR¿VKHU
human CLL cells (20×106FHOOVSHUPLFHLQȝOVWHULOH
PBS solution with or without different concentrations 
RI HSKULQ$ SXUL¿HG IURP VHUXP RI &// SDWLHQWV
(Supplementary Material and Methods). Animals were 
VDFUL¿FHGE\DQHVWKHVLDKRXUVODWHUDQGFHOOVXVSHQVLRQV
from surgically removed popliteal lymph nodes were 
stained with an APC conjugated anti mouse CD45 Ab 
%'$QQH[LQ3(DQG$$'IRUÀRZF\WRPHWU\DQDO\VLV
(107 total cells per staining). Human CLL cells were gated 
according to positivity for CFSE within the mouse CD45 
negative cell population (Supplementary Figure S1). The 
minimum number of animals per experimental condition 
and CLL sample was prospectively calculated (SPSS 
6DPSOH3RZHUSRZHUĮ$QLPDOVWXGLHV
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were approved by the Ethical and Research Committee in 
Animal Experimentation of the Complutense University 
of Madrid.
Statistical analysis
All in vitro assays were done in triplicate wells and 
results are shown as mean (±SD). Statistical analyses were 
performed in SPSS IBM or StatGraphics Centurion XVI. 
6SHDUPDQ FRUUHODWLRQ FRHI¿FLHQW ZDV XVHG WR PHDVXUH
LQWHUUHODWHGQHVVRIYDULDEOHVDQGVLJQL¿FDQFHGHWHUPLQHGE\
using the Kruskal Wallis test. Normal distribution of data 
was determined by Shapiro-Wilks test. Normally distributed 
data were compared by paired or unpaired, accordingly, 
two-tailed Student’s tWHVW >33
3QVQRWVWDWLVWLFDOO\VLJQL¿FDQW3@
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